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IZQUIERDO, J. V. O PAPEL DA: ASSOCIAQAO ENTRE FORMIGAS E NECTARIOS
EXTRANUPCIAIS SOBRE O EXITO REPRODUTIVO DE TOCOYENA FORMOSA
(RUBIACEAE). 2017. 64p. DISSERTACAO (MESTRADO) - INSTITQTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”, BOTUCATU.

RESUMO. As plantas oferecem recurso alimentar a muitas espécies animais através de
diferentes estruturas. Dentre tais estruturas estdo o0s nectarios, que sdo glandulas
multicelulares especializadas na producéo e secrecdo de néctar. Estes nectarios podem ocorrer
tanto em partes reprodutivas como vegetativas, e podem ser florais ou extraflorais. Entretanto,
também podem ser classificados quanto a sua fungdo em relacdo com a polinizacgdo, sendo do
tipo nupcial (quando sua funcédo esta relacionada a polinizagdo) ou extranupcial (quando sua
funcdo esta relacionada a defesa). Tocoyena formosa (Rubiaceae) é uma espécie comum do
Cerrado, cujos nectarios extraflorais sdo visitados por formigas. Entretanto, T. formosa tem
um Unico nectario que desempenha fungdes multivalentes, podendo ser tanto nupcial, quanto
extranupcial. Adicionalmente, a espécie também atrai formigas aos botbes no inicio da fase de
desenvolvimento cujas corolas sé@o abortadas. Neste contexto, para melhor compreender a
interacdo entre T. formosa e formigas, este trabalho teve como objetivos: a) caracterizar as
estruturas das distintas fases do nectario da espécie e a composi¢do quimica de seus agucares;
b) determinar se existe mudanca estrutural e/ou quimica que seja correspondente com o papel
ecoldgico de cada estdgio; c) analisar a dindmica de secre¢cdo do néctar em cada um dos
estagios de atividade do nectéario; e d) quantificar o investimento da planta no recurso para a
atracdo de formigas e o efeito destas no éxito reprodutivo. Nossos resultados indicam que o
nectario apresenta caracteristicas de tecido secretor ativo durante todos os estagios, assim
como a presenca de cristais de oxalato de calcio no tecido secretor e em outras partes do fruto
que contribuem com a protecdo contra herbivoros. N6s observamos que formigas diminuem
significativamente o dano foliar causado por herbivoros, porém ndo tiveram efeito sobre a
producdo de sementes. Deste modo, Tocoyena formosa direcionaria 0s recursos obtidos na
fotossintese para a secrecdo do néctar através de uma Unica estrutura secretora, e assim
protege as folhas e, indiretamente, os frutos e sementes em desenvolvimento. Destacamos que
este trabalho descreve pela primeira vez a ocorréncia de atividade de secrecdo de néctar em
botbes florais que perdem a corola de forma prematura, e aqui 0 denominamos de nectario

pré-floral.

Palavras chaves: anatomia, formigas, herbivoria foliar, mutualismo defensivo, nectario

extranupcial
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IZQUIERDO, J. V. THE ROLE OF THE ASSOCIATION BETWEEN ANTS AND
EXTRANUPTIAL NECTARIES ON THE FITNESS OF TOCOYENA FORMOSA
(RUBIACEAE). 2017. 64p. DISSERTACAO (MESTRADO) - INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”, BOTUCATU.

ABSTRACT. Plants offer food resources to many animal species through different structures.
Among such structures are the nectaries, which are multicellular glands specialized in nectar
production and secretion. Nectaries can occur in both reproductive and vegetative parts, and
depending on the location can be regarded as floral or extra-floral. However, they can also be
classified according to their function in relation to pollination, being nuptial (when their
function is related to pollination) or extranupcial (when their function is related to the
defense). Tocoyena formosa (Rubiaceae) is a common species of the Cerrado vegetation,
whose extrafloral nectaries are visited by ants. However, T. formosa has a single nectary that
performs multivalent functions, which can be both nuptial and extranuptial. In addition, the
species also attracts ants to the flower buds at the beginning of the development, whose
corollas are prematurely aborted. In this context, to better understand the interaction between
T. formosa and ants, the main goals of this study were: a) to characterize the nectary structure
as well as the sugar chemical composition during the distinct stages of the organ; b) assess
whether nectary structure and nectar sugar composition present changes which correspond to
the ecological function of each stage of the nectary; c) analyze nectar secretion dynamics of
each phase of the nectary; and d) quantify plant investment in the attraction of ants and the
effectivity of ants in plant fitness. Our results indicate that the nectary presents characteristics
of active secretory tissue during all stages, as well as the presence of calcium oxalate crystals
in both secretory tissue and in other parts of the fruit, which may contribute to the fruit
protection against herbivores. We observed that ants significantly reduced leaf damage caused
by herbivores, but they had no effect on seed production. Hence, Tocoyena formosa direct the
resources obtained in the photosynthesis towards the secretion of the nectar through a single
secretory structure, and thus protect leaves against herbivores which indirectly may also
benefit fruit and seed production. We highlight that our study describes for the first time the
occurrence of nectar secretion activity in floral buds that lose the corolla prematurely, that we

named here as pre-floral nectary.

Keywords: anatomy, ants, defensive mutualism, extranuptial nectary, foliar herbivory
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INTRODUGCAO GERAL

Os nectarios sdo estruturas secretoras multicelulares que secretam o néctar, i.e., uma
solucdo aquosa com elevado conteudo de agUcar, e possibilitam a interacdo das plantas com
diferentes animais que utilizam o néctar como importante recurso alimentar (Schmid, 1988;
Pacini & Nicolson, 2007). Os nectérios sdo classificados de acordo com a sua localizagdo na
planta, podendo ser de dois tipos: nectario floral (NF) ou nectario extrafloral (NEF). O
nectario floral é encontrado nos verticilos florais, como célice e corola, ao passo que o
nectério extrafloral ocorre nas partes vegetativas da planta (Koptur, 2005). Os NEFs atraem
insetos, particularmente formigas para protecdo contra herbivoros (de folhas, frutos ou
sementes), ainda que nem sempre sejam evidentes os beneficios de tal interacdo (Bentley,
1977a; Baker et al., 1978; O'Dowd & Catchpole, 1983; Freitas et al., 2000; Koptur, 2005;
Nepi, 2007; Pacini & Nicolson, 2007; Rico-Gray & Oliveira, 2007; Byk & Del-Claro, 2010;
Alma et al., 2015; Alves-Silva & Del-Claro, 2016). Utilizando a mesma perspectiva, Schmid
(1988) classificou os nectarios em reprodutivos (ocorrem nas partes reprodutivas das plantas)
e extrareprodutivos (ocorrem nas partes vegetativas). Entretanto, Delpino (1868) classificou
0s nectéarios segundo a sua relacdo com a polinizacdo e denominou aqueles nectarios
diretamente relacionados com a polinizagdo de nupciais, € aqueles ndo relacionados com a
polinizacdo de extranupciais (Bernardello, 2007).

Entretanto, como o néctar produzido pelos dois tipos de nectarios atrai diferentes tipos
de animais, a sua quantidade e qualidade pode variar e também ser influenciado pelo ambiente
(Koptur, 1994; Bernardello, 2007; Pacini & Nicolson, 2007). O néctar fornece principalmente
agua, aclcares (sacarose, glucose e frutose) e aminoacidos (Lanza et al., 1993; Blithgen &
Fiedler, 2004; Koptur, 2005; Pacini & Nicolson, 2007; Gonzéalez-Teuber & Heil, 2009) aos
visitantes.

Tocoyena formosa (Cham. &. Schlechtd.) K. Schum (Rubiaceae) estd ente as 50
espécies lenhosas mais comuns e amplamente distribuidas no Cerrado (Ratter et al., 2003). A
espécie é autoincompativel e, portanto, depende de polinizadores para a sua reproducdo. Os
polinizadores sdo mariposas da familia Sphingidae, em particular aquelas espécies com
aparelho bucal extremamente longo (> 6,0 cm). Esses insetos visitam as flores em busca do
néctar que é produzido na base do tubo da corola (Fig. 1A). A inflorescéncia de T. formosa é
do tipo dicasio de dicasio e as flores duram aproximadamente quatro dias e sdo protandricas.
Na primeira noite quando a flor abre (fase masculina) o polen € apresentado de forma
secundaria sobre os lobulos estigmaticos que estdo fechados (pseudoestame). A partir da

segunda noite até a senescéncia da flor (fase feminina), os I6bulos estigmaticos abrem-se e
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ficam receptivos (Oliveira et al., 2004). Como todas as espécies pertencentes a familia
Rubiaceae, T. formosa possui ovario infero e 0 nectario encontra-se na parte superior, na base
da corola rodeando a base do estilete (Bernardello, 2007; Delprete & Jardim, 2012).

Nas inflorescéncias de T. formosa, entretanto, nem todas as flores séo visitadas ou
efetivamente polinizadas. As flores que ndo foram visitadas, ou que ndo receberam pdlen de
outros individuos perdem a corola e o nectario continua ativo secretando néctar. Essa etapa
constitui o estagio pos-floral, no qual o nectario assume uma fungéo extranupcial (Fig. 1B, C).
Ja as flores que foram polinizadas com polen de outros individuos, perdem a corola e 0
nectario permanece ativo acompanhando o desenvolvimento do fruto até seu amadurecimento.
Neste caso, 0 nectario passa a constituir o estagio de atividade pericarpial (Fig. 1B, Santos &
Del-Claro, 2001; Del-Claro et al., 2013; Falcéo et al., 2014). Esses nectéarios florais que ainda
continuam ativos depois da floracdo atraem diferentes espécies de formigas que estabelecem
com T. formosa uma interacdo do tipo mutualismo defensivo (Fig. 1D, E). Este tipo de
interacdo ocorre porque a planta oferece uma importante fonte de energia em troca de
protecdo tanto de folhas como de frutos e sementes (Bentley, 1977b; Koptur, 1992; Byk &
Del-Claro, 2011). A interacdo formiga-NEFs esta amplamente distribuida em zonas
temperadas e tropicais (Koptur, 1992), o que inclui o Cerrado (Oliveira et al., 1987; Oliveira
& Leitdo-Filho, 1987; Belchior et al., 2016). Os NEFs tém grande importancia na defesa das
plantas contra diferentes tipos de herbivoros (Koptur, 1984; Oliveira et al., 1987; Del-Claro et
al., 1996; Nascimento & Del-Claro, 2010; Del-Claro et al., 2013; Belchior et al., 2016).

Em T. formosa, contudo, ainda existe um outro estagio do nectario que também atrai
formigas. Este deriva da abscisdo prematura da corola durante a fase inicial de
desenvolvimento dos botdes florais, antes da abertura das primeiras flores na inflorescéncia.
A presenca destes nectarios permite o recrutamento de formigas, que pode atuar na protecdo
de T. formosa contra herbivoros, ja que sua aparicdo é anterior a floracdo (obs. pessoal).

Mesmo assim, o papel ecoldgico deste tipo de nectario ainda é desconhecido.
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Figura 1. a) Morfologia floral e polinizador de Tocoyena formosa. Note o longo do tubo floral correspondente
ao longo aparato bucal do visitante, a mariposa Agrius cingulata (Sphingidae). b) Nectarios em estagio de
atividade pos-floral (cabeca de seta) e pericarpial (seta). ¢) Formigas Cephalotes sp. visitando nectério pés-floral.
d) Ectatomma tuberculatum visitando o nectario pericarpial no final de desenvolvimento do fruto. Note a
posicdo de ataque da formiga. ) Camponotus sp. (formiga de comportamento agressivo, tridngulo) junto com
Cephalotes sp. (formiga ndo agressiva, pentadgono) visitando 0s nectarios pericarpiais no comeco do
desenvolvimento do fruto.
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Em nosso sistema de estudo a mesma estrutura secretora permanece ativa ao longo de
toda a etapa reprodutiva da planta e atrai diferentes visitantes, com diferentes requerimentos
nutricionais. Mariposas por exemplo, tém preferéncia por néctar rico/dominante em sacarose
(Koptur, 1994; Wolff, 2006), ja as formigas geralmente preferem néctar rico/dominante em
hexose (Koptur, 1979; Tanowitz & Koehler, 1986; Koptur, 2005) e com alta quantidade de
aminoacidos (Lanza, 1988; Lanza et al., 1993; Koptur, 2005).

Neste contexto, para melhor entender o significado ecologico e evolutivo dos
diferentes tipos de nectarios presentes em Tocoyena formosa, nos realizamos uma abordagem
ampla sobre a estrutura e funcionamento dos nectarios da espécie. Os nossos principais
objetivos foram:

a) Comparar as estruturas do nectério de T. formosa e a composi¢cdo quimica do

néctar em seus diferentes estagios;

b) Determinar se existe mudanca estrutural e/ou quimica que seja correspondente

com o papel ecolégico de cada estagio do nectério;

c) Analisar a dindmica de secrecdo de néctar em cada um dos estagios de atividade do

nectario;

d) Por fim, quantificar o investimento da planta no recurso para a atracdo de formigas

e o efeito destas em seu éxito reprodutivo em termos de sementes produzidas

(éxito reprodutivo final) e reducéo do dano foliar.

Para isso, nosso trabalho encontra-se dividido em dois capitulos. No Capitulo I,
descrevemos um novo tipo de nectario que ocorre em T. formosa, o qual denominamos de
nectario pre-floral, além de também analisarmos os outros estagios de atividade do nectéario,
ou seja, as fases floral, pos-floral e pericarpial. Também realizamos testes histoquimicos para
conhecer a natureza quimica das diferentes substancias que compdem os tecidos, para
finalmente comparar anatomicamente as estruturas. J& no Capitulo 11, n6s comparamos a
dindmica de secrecdo de néctar entre os diferentes estadgios de atividade do nectario e a
composicdo quimica do néctar para quantificar o investimento no recurso para atracdo das
formigas, e também foram realizados experimentos de exclusdo de formigas para testar se a
presenca/auséncia delas pode influenciar na producdo de sementes por fruto e na herbivoria
foliar e, portanto, éxito reprodutivo da espécie.
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RESUMO

Os nectarios sdo estruturas especializadas na secrecdo do néctar e podem ocorrer em
estruturas vegetativas e reprodutivas. Podem estar associados a atracdo de agentes de defesa
ou de polinizadores, sendo algumas vezes a mesma estrutura associada a estas duas funcdes,
como reportado para algumas espécies de Rubiaceae. Nessa familia, o nectario floral é em
forma de disco e rodeia o estilete na porcdo superior do ovario e pode permanecer ativo
secretando néctar apds a queda da corola, estdgio denominado pericarpial por encontrar-se no
fruto em desenvolvimento. Em Tocoyena formosa (Rubiaceae) além desse estagio pericarpial
de atividade do nectério, existe um outro estagio anterior & abertura das flores que se origina
da queda prematura da corola em botbes florais em fase inicial de desenvolvimento, e
possuem morfologia diferenciada daqueles botbes que se desenvolverdo normalmente. Nosso
objetivo foi investigar a estrutura e histoquimica do nectério nas fases floral, pos-floral e de
desenvolvimento do fruto de T. formosa, buscando compreender como um mesmo nectério
apresenta diferentes estagios de atividade e se ha alteracdo na organizacdo do nectario nesses
estagios. Os diferentes estagios do nectario foram processados de acordo com técnicas usuais
para analises anatdmicas e histoquimicas. O nectario consiste de epiderme unisseriada
recoberta por cuticula continua e parénquima ndo vascularizado. No estagio pré-floral o
nectario, mesmo produzindo néctar, apresenta tecidos ndo diferenciados. Nos estagios floral,
pos-floral e pericarpiais ha cuticula espessa, formacdo de flanges cuticulares e de epitélio
cuticula e a formacdo de uma faixa de idioblastos. Estas caracteristicas estdo relacionadas a
maturacdo dos tecidos do nectéario que permanecem ativos por um longo periodo de atividade.
Reportamos pela primeira vez a atividade de secrecdo do néctar de botbes florais com
abscisdo prematura da corola antes da abertura das flores, aqui denominado de nectario pré-
floral, o que proporciona informagcdo importante sobre o processo de diferenciacéo,
mecanismos de liberacdo do néctar e a influéncia da estrutura sobre a qualidade do néctar nos

diferentes estagios do nectario.

Palavras Chaves: estrutura, histoquimica, nectario floral, nectario pés-floral, nectario pré-

floral, nectario pericarpial.
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INTRODUCAO

Nectarios sdo estruturas secretoras que ocorrem na interface planta-ambiente. A
solucdo aquosa secretada pelos nectarios possuem um elevado contetido de agUcares, que sao
importante fonte de recursos para Varias espécies animais e, portanto, estdo diretamente
relacionados & interacdo planta-animal. Existem diversos sistemas de classificagdo para os
nectarios, cada um considerando diferentes aspectos e perspectivas (Smichd, 1988,
Bernardello, 2007). Entretanto, uma Unica classificacdo ndo abrange a diversidade estrutural,
morfolégica e funcional dessas glandulas (veja Bernardello, 2007). A classificacdo em
reprodutivos e extrareprodutivos considera a localizacdo dos nectérios no corpo da planta
(Schmid, 1988), de tal forma que os primeiros ocorrem em qualquer estrutura reprodutiva
(inflorescéncias, bracteas, pedicelos, flores e frutos) e o segundo ocorre em &rgaos
vegetativos. Contudo, percebe-se que 0s nectéarios reprodutivos ndo estdo necessariamente
associados ao processo de reproducdo das plantas. Por isso, a classificacdo proposta por
Delpino (1868) considera sua relacdo com o processo de polinizacdo, sendo 0s nectarios
diretamente relacionados a polinizacdo classificados como nupciais, e aqueles néo
relacionados, como extranupciais. Para esta abordagem sdo necessarias evidéncias tanto
experimentais, quanto observacionais (Schmid, 1988; Bernardello, 2007).

Em algumas espécies de Bromeliaceae, por exemplo, nectarios com as func¢des nupcial
e extranupcial ocorrem na flor (Galetto & Bernardello, 1992; Bennett et al., 1994; Vesprini et
al., 2003). Enquanto espécies de Rubiaceae apresentam um mesmo nectéario na flor que em
diferentes estagios de atividade desempenha ambas as fungdes (Del-Claro et al., 2013; Falcéo
et al., 2014). O nectario no estagio floral atrai polinizadores enquanto a flor esta em antese,
porém, ap6s a queda da corola continua secretando néctar durante o desenvolvimento dos
frutos, estdgio no qual o nectario se torna pericarpial, e tem como funcdo a atracdo de
formigas relacionadas a defesa de 6rgdos vegetativos e reprodutivos (Del-Claro et al., 2013;
Falcdo et al., 2014).

Tocoyena formosa (Cham. &. Schlechtd.) K. Schum (Rubiaceae) apresenta um
nectario floral com funcdo nupcial, que ap6s a queda da corola desempenha funcédo
extranupcial (Santos & Del-Claro, 2001). Além destes estagios, existe um momento de
atividade do nectario presente nas flores que é anterior a abertura das flores e atrai formigas
para a inflorescéncia, ndo estando, portanto, relacionado a polinizagdo. Este estagio se origina
de botdes florais em fase inicial de desenvolvimento que perdem a corola prematuramente.

A variacdo estrutural entre os tipos de nectario (Fahn, 1979; Fahn, 2000) e a

caracterizagdo em campo de seus periodos de atividade, bem como, sua relagdo com 0s
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consumidores, frequentemente tem sido objeto de muitos estudos (Bentley, 1977, Nicolson,
2007, Falcdo et al. 2014, Nunes et al. 2015). Entretanto estudos comparativos sobre a
estrutura de nectario com diferentes periodos de atividade sdo escassos (Stpiczynska et al.,
2012). Assim, para responder se existem alteracfes na organizacdo da estrutura do nectario
em suas diferentes fases de atividade, o nosso objetivo foi descrever o novo tipo de nectario
observado em T. formosa, bem como analisar a estrutura e histoquimica em cada uma das

fases observadas do nectério: pre-floral, floral, pos-floral e pericarpial.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e caracterizacio da espécie

O estudo foi realizado durante o periodo reprodutivo da espécie nos anos de 2015 e
2016 em uma area uma reserva privada de aproximadamente 224 ha (Fazenda “Palmeira da
Serra”; 22° 48’ 50°° S e 48° 44’ 40°” O), situada no Municipio de Pratania, Sdo Paulo, Brasil.
A vegetacdo predominante na area € o cerrado stricto sensu e o cerraddo. O clima é tropical
de altitude com chuvas no verao de até 239.5 mm em janeiro (temperatura média de 29,2 °C)
e um inverno seco com chuvas até 37.5 mm em julho (temperatura média de 10°C)
(CEPAGRI 20186).

Tocoyena formosa € uma Rubiaceae comum no Cerrado (Ratter et al., 2003), e possui
inflorescéncias do tipo dicésio de dicasio com flores protandricas com ovério infero, e na
parte superior deste encontra-se o nectario rodeando a base do estilete (Delprete & Jardim,
2012). As flores tém uma duracdo aproximada de quatro dias, sendo a primeira noite a fase
masculina e os dias posteriores até a senescéncia, a fase feminina (Oliveira et al., 2004). A
espécie tem um porte predominantemente arbustivo, e os individuos na fase reprodutiva
variam de entre 0,5m e 3m de altura. A etapa reprodutiva comeca no més de setembro/outubro
com a aparicdo dos primeiros botGes florais, e finaliza por volta de abril/maio com o final do
periodo de frutificacdo, que é seguida por uma fase de queda das folhas (Silberbauer-
Gottsberger et al., 1992).

Anélise da estrutura dos nectarios

NOs alisamos os nectarios pré-florais coletados em duas fases: antes e depois da
abscisao da corola. Botdes jovens na fase inicial de desenvolvimento podem ser diferenciados
daqueles que dardo origem aos nectarios pré-florais através da morfologia do célice, cujas
sépalas encontram-se afastadas da corola (Fig. 1A), ao passo que aqueles botBes que se

desenvolverdo normalmente em flores, o célice encontra-se adpresso a corola (Fig. 1B). NGs
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tambem analisamos a estrutura do nectario em botbes florais normais, bem como em flores
em antese, nectarios poés-florais derivados de flores ndo polinizadas, e em nectarios
pericarpiais. Nesses Ultimos, analisamos o nectario em trés fases distintas: frutos na fase
inicial do desenvolvimento (3-4 semanas apos a queda da corola, com diametros entre 0,5-1,0
cm), na fase intermediaria (5-7 semanas ap0s a queda da corola, entre 1,5 e 2,0 cm de
didmetro), e na fase final de desenvolvimento (8-10 semanas ap6s a queda da corola, frutos
entre 2,5 e 3,0 cm de didmetro).

Para a andlise em microscopia de luz, as amostras foram fixadas em solucdo de
formaldeido 4% e glutaraldeido 1% em tampao fosfato de sédio 0,2M, pH 7,2 (McDowell &
Trump, 1976) ou FAA 50 (Johansen, 1940) por 48 horas, e posteriormente desidratadas em
série etilica e embebidas em resina 2-hidroxietil-metacrilato (Leica Microsystems,
Heidelberg, Germany). Secfes transversais e longitudinais seriadas (5 pm de espessura)
foram coradas com Azul de Toluidina 0,05%, pH 4,7 (O'Brien et al., 1964) e montadas com
resina sintética (Entellan, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Para a observagdo da presenca
de cristais nos distintos estagios do nectario, nds utilizamos um filtro de luz polarizada no
microscopio de luz (Leica DMR) com camera acoplada (Leica DFC425). Todas as analises e
fotodocumentacdo dos espécimes foram realizadas usando microscopio de luz (Olympus
BX41) com camera acoplada (Olympus C7070).

Para analise histoquimica dos diferentes estadgios do nectario utilizamos material
fresco. SecBes do material foram fixadas, embebidas em resina e tratadas com solucéo de
vermelho de ruténio 0,02% (Jensen, 1962) para substancias pécticas. Também utilizamos
reagente de Lugol para grdos de amido (Johansen, 1940), Fehling para aclcares redutores
(Sass, 1951), Sudan IV para deteccdo de lipidios totais (Johansen, 1940), reagente de Nadi
para 6leos essenciais e oleoresinas (David & Carde, 1964), solucdo aquosa de cloreto férrico
10% para compostos fenolicos gerais (Johansen, 1940), e solucdo de azul mercario de
bromofenol para a deteccdo de proteinas totais (Mazia et al., 1953). Para analise do contetdo
das células de agrupamento ou faixa de idioblastos localizados na periferia do nectéario
utilizamos reagente de Dragendorff para a deteccdo de alcaloides (Baerheim-Svendsen &
Verpoorte, 1983). Para taninos utilizamos vanilina cloridrica (Mace & Howell, 1974). Apo6s

cada tratamento, as laminas foram montadas solucéo aquosa de glicerina 1:1.
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RESULTADOS

Estrutura dos estagios do nectario

O disco nectarifero esta localizado na por¢do superior do ovério rodeando a base do
estilete e apresenta-se recoberto por secrecdo em nas fases floral, pos-floral e durante o
desenvolvimento do fruto. O disco nectarifero consiste de uma cuticula continua que recobre
uma epiderme unisseriada, abaixo da qual ha um parénquima ndo vascularizado. Cada estagio
do nectério possui peculiaridades estruturais que sdo descritas a seguir.

Nectario pré-floral nas fases anterior e posterior a queda da corola: no nectario pré-
floral na fase anterior & queda da corola é possivel observar que o apice das sépalas encontra-
se afastado das pétalas (Fig. 2A). Em ambas as fases a epiderme unisseriada do nectario é
recoberta por uma cuticula delgada (Fig. 2B). As células comuns sdo retangulares e
apresentam citoplasma denso com ndcleo volumoso, ocupando a porcdo central (Fig. 2B).
Ndo foram observados estbmatos. As células parenquimaticas apresentam formato
isodiamétrico com disposi¢cdo compacta, e o citoplasma é denso com o nucleo volumoso (Fig.
2B). No parénquima ocorrem células com cristais de oxalato de célcio pequenos e esparsos
(Fig. 2C). Observamos que feixes vasculares, possivelmente oriundos dos feixes das pétalas
ou estames, contendo predominantemente floema alcancam a periferia do nectario (Fig. 2D).

Apds a abscisdo da corola, o nectario esta exposto e recoberto por secrecdo (Fig. 1C e
D). Diferentemente do estagio anterior, as células epidérmicas e parenquimaticas sao maiores
e possuem vacuolos volumosos (Fig. 2E e F). As células epidérmicas apresentam paredes
primarias delgadas recobertas por uma cuticula mais espessa (Fig. 2G), quando comparada
com a fase anterior a queda da corola.

Nectario floral em botdo normal e de flores em antese: no botdo floral com
desenvolvimento normal, o apice das sépalas encontra-se adpresso as pétalas (Fig. 1A e C;
3A). A estrutura do nectario é muito semelhante ao estagio pré-floral antes da abscisdo da
corola. Na epiderme, além das células comuns com paredes delgadas, foram observadas
células-guarda (Fig. 3B). Agrupamentos de idioblastos com citoplasma denso, ndcleo
volumoso e contetdo esverdeado, corado com Azul de Toluidina, foram observados
adjacentes aos feixes vasculares que alcancam a periferia do nectario (Fig. 3A e D).

Durante o periodo da antese 0 nectario permanece recoberto por néctar. A cuticula é
espessa e insinua-se entre as paredes anticlinais das células epidérmicas formando flanges
(Fig. 4A e B). As células comuns da epiderme apresentam paredes mais espessas, quando
comparadas com 0s estagios anteriores e ocorrem projecdes da parede periclinal externa em

direcdo a cuticula. Nessa fase foram observados estdmatos com maior frequéncia. Nas regifes
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das camaras subestomaticas ocorreu formacdo de cuticula nas células subepidérmicas,
formando um epitélio cuticular (Fig. 4C). As células parenquimaéticas apresentaram paredes
delgadas com disposi¢do compacta, onde é possivel observar divisdes periclinais e anticlinais
(Fig. 4A e B). Células numerosas contendo drusas ocorrem associadas aos feixes vasculares
que circundam o parénquima nectarifero (Fig. 4A).

Nectario pos-floral: ap6s a queda da corola de flores ndo polinizadas, 0s ovarios
permaneciam aderidos a planta por um periodo de pelo menos oitos semanas, durante o qual o
nectario com funcdo pés-floral extranupcial seguia ativo e secretando néctar (Fig. 1E). Esse
nectario apresentou caracteristicas semelhantes ao nectario da flor em antese (Fig. 5A). Nesta
fase, porém, destaca-se a ocorréncia de uma cuticula espessa, bem como a formacao de duas
camadas de epitélio cuticular (Fig. 5B). Também ocorreram células epidérmicas com paredes
espessas com projecOes das periclinais externas em direcdo a cuticula, e com acumulos de
secrecdo na camara subestomética (Fig. 5A, C e D). As células parenquimaticas
subepidérmicas apresentaram disposicdo frouxa (Fig. 5A e C), e houve um aumento na
abundancia de drusas no parénquima nectarifero. Em particular, observamos a presenca de
uma faixa de idioblastos com vacutolos grandes e repletos de contetdo esverdeado, resultante
da coloracdo por Azul de Toluidina, e localizada no entorno do parénquima nectarifero
acompanhando os feixes vasculares (Fig. 5A e E).

Nectério pericarpial inicial, intermediario e final: em flores efetivamente polinizadas,
0 nectario permaneceu intacto e funcional durante o desenvolvimento do fruto (Fig. 1E). Nas
trés fases de desenvolvimento dos frutos, o nectario apresenta uma estrutura semelhante ao
estagio pds-floral (Fig. 6A). Durante o desenvolvimento do fruto, foi observado um
afrouxamento gradual na distribuicdo das células do parénquima nectarifero. Essas células
possuiam paredes primarias mais espessas, com diminui¢do no tamanho e na abundancia das
drusas, bem como a presenca de grandes inclus@es translicidas no protoplasto (Fig. 6B). Ja na
faixa de idioblastos, os centrais apresentaram diminuicdo do tamanho, tornando-se mais
abundantes (Fig. 6C).

Analises histoquimica dos estagios do nectéario

A epiderme, que é recoberta por uma cuticula continua em todos os estagios dos
nectarios, foi destacada com a reacéo para lipidios totais (Tabela 1). No nectario da flor em
antese, na fase pds-floral e em todas as fases do pericarpial, além da cuticula recobrindo as
células epidérmicas, observamos uma ou duas camadas de células parenquimaticas
subepidérmicas recobertas por cuticula. O epitélio cuticular foi evidenciado pela reacdo com
SUDAN 1V (Fig. 4C) e pelo reagente de NADI (Fig. 5B). As paredes das células epidérmicas
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e parenquimaticas do nectario nos diferentes estagios reagiram para substancias pécticas,
indicando que sdo paredes primarias de natureza pécto-celuldsica (Tabela 1).

Lipidios totais ocorreram no protoplasto das células epiteliais e parenquimaticas dos
diferentes estagios do nectario (Tabela 1). No estagio pré-floral anterior a abscisdo da corola
ocorreram goticulas lipidicas esparsas, e na fase posterior a queda da corola, as gotas
apresentaram dimensdes maiores, especialmente no epitélio. No estagio floral antes da antese,
ocorreram goticulas lipidicas localizadas na periferia do protoplasto das células epiteliais e
parenquimaticas (Fig. 3C). Durante a antese e no estagio pos-floral, as gotas lipidicas
apresentaram dimensdes maiores e foram mais abundantes. As gotas lipidicas tornaram-se
gradualmente mais esparsas durante o desenvolvimento do fruto.

A deteccdo de esséncias ou uma mistura de 6leos essenciais e oleoresinas ocorreu no
protoplasto das células epiteliais e parenquimaticas dos diferentes estagios do nectario, exceto
no estagio pré-floral com corola (Tabela 1). No estagio pré-floral apds a queda da corola,
gotas esparsas exibiram coloracdo violeta apds o tratamento com Reagente de NADI,
indicando a presencga de uma mistura de 6leos essenciais e oleoresinas. No estagio floral antes
da antese, numerosas goticulas foram coradas de azul ap6s o tratamento com Reagente de
NADI, o que indica a presenca de esséncias. No estagio floral em antese, gotas esparsas
reagiram para uma mistura de Oleos essenciais e oleoresinas nas células epidérmicas. No
estagio pds-floral, gotas numerosas reagiram para 6leos essenciais e oleoresinas nas células
epiteliais. Durante a diferenciacdo do fruto, gotas esparsas e inclusdes no espaco
periplasmatico de células epidérmicas e parenquimaticas reagiram para 0leos essenciais e
oleoresinas.

Gréos de amido numerosos ocorreram distribuidos nas células epidérmicas e ao longo
das camadas do parénquima no nectario dos botdes com morfologia diferenciada do calice.
Apbs a queda do célice, a abundancia de grdos de amido diminui gradativamente em direcéo a
epiderme (Tabela 1). No estagio de nectario floral antes da antese, grdos de amido ocorrem
nas porcOes mais periféricas do parénquima nectarifero. Apds a antese, ndo foram detectados
grdos de amido nos tecidos do nectario e o protoplasto das células epidérmicas e
parenquimaticas reagiu intensamente para agucares redutores ap6s o tratamento com Fehling
(Tabela 1). No estagio pds-floral, a ocorréncia de graos de amido no parénquima foi escassa.
Durante o desenvolvimento do fruto, houve uma gradual diminuicdo no tamanho e
abundancia dos graos de amido. O vacuolo de células epidérmicas e parenquimaticas esparsas
reagiu para compostos fendlicos no estagio de nectario pericarpial final (Tabela 1).

Além da analise histoquimica do nectario, buscamos verificar a natureza quimica do
conteddo dos idioblastos que formam um agrupamento ou uma faixa delimitando o
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parénquima nectarifero nos diferentes estagios. O conteudo destas células ndo reagiu para 0s
tratamentos citados na Tabela 1. Adicionalmente, verificamos que o contedo destas células
ndo equivale a alcaldides (Reagente de Dragendorff) ou taninos (vanilina cloridrica).

DISCUSSAO

O disco nectarifero presente nas flores de Tocoyena formosa apresenta-se recoberto
por secrecdo nos diferentes estdgios florais e permanece intacto e funcional durante o
desenvolvimento do fruto. A continuidade da atividade do nectario apds a queda da corola é
reportado para outras espécies de Rubiaceae (Santos & Del-Claro, 2001; Amorim & Oliveira
2006, Del-Claro et al., 2013; Falcéo et al., 2014). Esta continuidade da secre¢éo no fruto pode
representar uma economia energética com relacdo a producdo de estruturas (e.g. novos
nectarios, esclerificacdo, idioblastos) envolvidas na protecdo contra a predacdo de sementes
(Keeler, 1981; Falcédo et al., 2014) ou a herbivoria foliar (Del-Claro et al., 2013).

A atividade do nectario em botBes florais com abscisdo prematura da corola em T.
formosa € reportada pela primeira vez neste estudo e, por conta de sua atividade anterior a
abertura das flores, n6s o denominamos de nectario pré-floral, que estdo diretamente
relacionados com a atracdo de formigas antes do desenvolvimento dos primeiros nectarios
pos-florais e pericarpiais. Tocoyena formosa € uma espécie caducifélia, e logo apds a rebrota
das primeiras folhas formam-se as gemas reprodutivas. A atividade do nectério pré-floral é
concomitante a expansao e producdo de novas folhas e flores, um periodo vulneravel da
planta j& que quando as estruturas reprodutivas e vegetativas estdo tenras sdo especialmente
atacadas por herbivoros.

Encontramos peculiaridades estruturais nos distintos estagios de atividade do nectario
gue podem influenciar na qualidade e volume de secrec¢do liberada. O nectario pré-floral sem
corola, quando ha secrecdo em sua superficie, compartilha caracteristicas com os estagios
ainda ndo completamente diferenciados localizados no botdo floral (pré-floral com corola e
floral antes da antese), tais como: células epidérmicas e parenquiméaticas com paredes
delgadas, cuticula delgada, auséncia de epitélio cuticular, idioblastos drusiferos esparsos com
cristais de pequenas dimensdes e auséncia de faixa de idioblastos delimitando o parénquima
nectarifero. As caracteristicas juvenis dos tecidos que formam e rodeiam o nectério pré-floral
de T. formosa nos fazem supor que o néctar assemelhe-se a seiva floematica, enquanto nos
demais estagios (0s quais possuem estrutura mais diferenciada), a composi¢do do néctar deve
ser menos semelhante. Na seiva floeméatica de Ricinus comunis (Euphorbiaceae), por
exemplo, a sacarose € 0 Unico agUcar, enquanto, o néctar dos nectarios extraflorais contém

grande quantidade de frutose e glicose (Baker et al. 1978). Desse modo, € plausivel supor que

17



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

sacarose ou frutose mais glicose devem predominar no exsudato produzido pelo nectario no
estagio pré-floral e nos demais estagios, respectivamente.

O mecanismo de liberacdo do néctar parece ser distinto entre o estagio pré-floral e os
demais em T. formosa. Nos estagios floral, pos-floral e pericarpiais encontramos estématos e
acumulos de secrecdo na camara subestomatica. No entanto, ndo encontramos células-guarda
na epiderme do nectario no estagio pré-floral, e algumas células comuns apresentam formato
tortuoso e contetdo pouco definido. Nos nectarios das seépalas em duas espécies de
Helleborus (Ranunculaceae) a liberacdo do néctar ocorre por lise das células epidérmicas
(Vesprini et al. 1999), este pode ser o caso do nectéario pré-floral em T. formosa.

No estagio de flor em antese, adicionalmente ao espessamento da cuticula, ha
deposicao de material cuticular na regido da cAmara subestomatica, e nos estagios pos-floral e
pericarpiais ocorrem a deposicdo de material cuticular ao longo de em uma ou duas camadas
de células subepidérmicas. Em ambas as situacGes, caracterizando o epitélio cuticular. Tal
epitélio cuticular é um tecido protetor (Evert 2006), que geralmente se forma em 6rgdos mais
velhos e que ndo apresentam crescimento secundéario com formacéo de periderme (Calvin
1970).

Durante o desenvolvimento da flor e do fruto, o nectario de T. formosa (que esta
presente desde as fases iniciais de botdo floral) aumenta em tamanho para acompanhar o
crescimento do 6rgdo. Esta caracteristica pode culminar na formacdo dos flanges cuticulares
na epiderme do nectario a partir do estagio de flor em antese. No estagio floral observamos
divisdes periclinais e anticlinais nas células parenquimaticas, que contribuem para o aumento
em volume da glandula. As células epidérmicas devem se dividir anticlinalmente para recobrir
a circunferéncia do nectario. As células se estendem tangencialmente apos a divisdo e
produzem uma nova parede. Ja a parede original distende assumindo um formato arredondado
ou se separando das paredes adjacentes. Em seguida, nessas por¢des “rasgadas” das paredes
anticlinais ocorre a deposi¢do de material cuticular formando a flange cuticular (veja Calvin
1970).

As paredes das células epidérmicas e subepidérmicas apresentam alteracbes nos
diferentes estagios do nectario de T. formosa. Especialmente nos estagios pos-floral e
pericarpial inicial as paredes periclinais externas tornam-se espessas e apresentam projecoes
entre as paredes anticlinais e em direcdo da cuticula, indicando a atuacdo destas células na
transferéncia de solutos a curtas distancias. Além dos estbmatos, nesses estagios do nectario
de T. formosa essas células com projecOes parecem participar da externalizacdo do néctar.
Nos nectarios perigoniais, i.e., nectarios que se encontram nas pétalas, sepalas ou tepalas das
flores de Fritillaria meleagris (Liliaceae), as células de transferéncia na epiderme e
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parénquima subepidérmico apresentam projecGes proeminentes em suas paredes periclinais.
Tais projecdes sao responsaveis pela exportacdo (uma vez que estes nectarios ndo apresentam
estdbmatos) e pela da reabsorcdo do néctar (Stpiczynska et al., 2012). A presenca de células
com projecOes epidérmicas e subepidérmicas indica a ocorréncia de reabsorcdo do néctar em
T. formosa durante os estagios pds-floral e pericarpial. Entretanto, apenas estudos sobre
dindmica da secrecédo (abordados no Capitulo 11) podem elucidar esse padréo.

Cristais de oxalato apresentam um importante papel de protecdo contra herbivoros
(Franceschi & Nakata, 2005). Desse modo, 0 aumento de drusas no parénquima nectarifero e
em outros tecidos do ovario durante o desenvolvimento da flor e fruto de T. formosa pode
atuar como uma barreira mecénica contra o dano provocado por herbivoros nos évulos e nas
sementes, além de contribuir para que o nectario nao seja consumido e continue secretando
néctar.

A predominancia de floema nos feixes vasculares que alcancam a periferia do
parénquima nectarifero em T. formosa pode favorecer diretamente a qualidade da secrecéo,
contribuindo para a maior concentracdo do néctar (Bernardello, 2007). Agrupamentos de
idioblastos na periferia do parénquima nectarifero no estagio floral antes da antese originam
uma faixa de idioblastos que delimita o nectario nos estagios subsequentes em T. formosa. Ha
registro de zona de tecido taninifero abaixo do tecido secretor no nectario de Hiptagesericea
(Malphigiaceae — Subramanian et al., 1990) e idioblastos taniniferos subjacentes a epiderme
de elai6foros em Krameriatriandra (Krameriaceae — VVogel, 1974). A presenca destas células
tem sido associada a defesa do nectéario contra herbivoros. Em T. formosa essa faixa de
células ndo reagiu aos tratamentos histoquimicos aplicados, incluindo para deteccdo de
compostos fendlicos gerais, taninos e alcaldides. Embora ndo tenhamos determinado o
conteddo vacuolar destes idioblastos, sugerimos que eles estejam associados ao fluxo ou
efluxo do pré-néctar. A origem do néctar secretado é da seiva floematica (Fahn 1979, 2000),
embora, em algumas espécies, o parénquima clorofiliano do proprio nectario possa contribuir
com a producéo de agUcares (Pacini et al. 2003). Os fatores que regem o fluxo preferencial do
pré-néctar em direcdo as células secretoras ainda ndo estdo claros (Fahn 2000). Porém, nds
sugerimos que o contetido desses idioblastos deve alterar o potencial hidrico dessas células, e
dessa forma favorecer a remocao do pre-nectar das células do floema. Consequentemente, por
diferenca no gradiente de concentracdo, o fluido perpassa para o parénquima nectarifero.
Outra possibilidade é de que essa faixa atue como uma barreira para o efluxo do néctar.
Vacuolos repletos de conteddo aumentam a turgescéncia celular, diminuindo os espacos

intercelulares. Desse modo, embora as paredes sejam primarias e permeaveis nestas células, o
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possivel efluxo do néctar via apoplasto seria dificultado. Estudos ultraestruturais seriam
essenciais para o refinamento destas proposicoes.

No tecido nectarifero o pré-néctar é reabsorvido e modificado por atividade enzimética
ou pelo processo de reabsor¢édo (Fahn 2000). A presenca de cuticula espessa, epitélio cuticular
e faixa de idioblastos nos estagios floral, pds-floral e pericarpiais em T. formosa nos permite
supor que 0 pré-néctar permanece por mais tempo nos tecidos parenquimaéticos, portanto,
tendo a possibilidade de ser mais alterado. Enquanto no estigio pré-floral, o pré-néctar
proveniente da seiva floematica encontra menos barreiras para alcancar a superficie,
suportando nossa hipotese da similaridade do néctar com a seiva floematica neste periodo de
atividade do nectario.

A detecgdo de lipidios totais, 6leos essenciais e oleoresinas nas células epidérmicas e
parenquimaticas dos diferentes estagios do nectario em T. formosa indica que o néctar é
composto por outras substancias além de acucares. Mucilagem, proteinas, aminoacidos,
lipidios, alcalbides, entre outras substancias foram reportados no néctar de diferentes espécies
(Fahn 1979, 2000), e podem ter papel importante na interagdo planta-animal (Pacini et al.
2003).

Os graos de amido acumulados durante a fase de botdo floral no parénquima e
epiderme do nectario em T. formosa sdo hidrolisados e participam do néctar liberado.
Entretanto, este é um recurso finito (Pacini et al. 2003). Notamos a deple¢do dos estoques de
amido no estagio pré-floral sem corola, da flor em antese e pericaripais, mas o nectario
permanece recorberto por secrecdo por um longo periodo (aproximadamente 100 dias). Se 0s
grdos de amido depositados no nectério séo a principal fonte dos acucares do néctar, é de se
esperar que 0 néctar torne-se gradativamente menos concentrado nos estagios pos-floral e
pericarpiais. Entretanto, se houver incremento de acUcares (via floema, fotossintese no
parénquima nectarifero ou reabsorcéo de néctar) deve haver a manutengdo na concentracao do
néctar nos diferentes periodos de atividade. Estudos sobre dindmica de secrecdo e de
qualidade do néctar também sdo essenciais para elucidar esse aspecto.

A causa da queda prematura da corola de botBes florais com morfologia diferenciada
do calice e, consequente atividade do nectario pré-floral merece estudos mais aprofundados.
Uma possivel causa da queda da corola seria o funcionamento inadequado ou ndmero
insuficiente dos coléteres presentes na face adaxial das sepalas de alguns botdes florais em T.
formosa. O exudato dos coléteres (mucilagem, resina ou uma mistura de ambos) pode
proteger os meristemas das plantas contra desidratacdo (Mayer et al., 2013). Plantas
decafeinadas de café (Rubiaceae) ndo produzem alcaloides e apresentam abertura precoce de
suas flores em decorréncia da producdo insuficiente de exudato pelos coléteres localizados
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nas bracteas (Mayer et al., 2013). Os coléteres nas estipulas de T. formosa produzem
diferentes substancias, como mucilagem, lipidios, alcaldides, substancias fendlicas e proteinas
(Tresmondi et al., 2015). Dessa maneira, a alteragdo na qualidade da secrecdo poderia
influenciar na queda da corola.

Outro fator relacionado a queda prematura da corola de alguns botdes pode ser a
selecdo de flores na inflorescéncia. A inflorescéncia de T. formosa é congesta e as flores
abertas sdo grandes (entre 6-15 cm de comprimento), portanto, hd uma limitagdo espacial que
poderia resultar na selecdo de flores durante o desenvolvimento da inflorescéncia. Alem disso,
T. formosa possui inflorescéncia do tipo dicasio, portanto definida. As flores centrais sdo mais
velhas e parecem apresentar desenvolvimento normal, enquanto os botdes florais periféricos
parecem senescer precocemente culminando na atividade pré-floral do nectario. Assim a
posicao das flores dentro da inflorescéncia também pode determinar a selecéo.

Os distintos periodos de atividade do nectario reprodutivo em T. formosa o tornam
uma estrutura secretora multivalente e sem ddvidas um modelo a ser compreendido em
aspectos ultraestruturais, quimicos e ecolégicos. Nosso estudo estrutural detalhado elucidou
aspectos importantes sobre o processo de diferencia¢do, mecanismos de liberacdo do néctar e

a influéncia da estrutura sobre a qualidade do néctar nos diferentes estagios do nectério.
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Fig. 1. Estagios do nectdrio de Tocoyena formosa (Rubiaceae). A) Botdes florais com
morfologia diferenciada do calice, que desenvolverdo atividade pré-floral. Observe as sépalas
separadas da corola (cabeca de seta). B) Botdes florais que se desenvolverdo normalmente.
Note as sépalas adpressas a corola (seta preta). C) Ramo floral com botbes florais em
desenvolvimento e com nectarios pré-florais expostos apds a queda da corola. Note nectario
exposto com secrecao recobrindo sua superficie. D) Nectario pré-floral exposto recoberto por
néctar. E) Ramo floral com diferentes estagios do nectario. Observe nectarios no estagio pos-
floral (cabeca de seta branca) e o nectério ativo durante o desenvolviemtno do fruto (setas
brancas). Cabe destacar o nectario pré-floral ja senescente (circulo).
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Fig. 2. Nectario pré-floral. A-D. Antes da queda da corola queda da corola. A)
Nectario (ne) na porcdo superior do ovério (ov), rodeando a base do estilete (et). Note a
porcao distal das sépalas (se) afastada das pétalas (pe). B) Disco do nectario composto por
células epidérmicas (ep) retangulares com citoplasma denso e nlcleo volumoso em posicao
central e células parenquimaticas (pa) isodiamétricas com citoplasma denso e nucleo
volumoso. C) Nectério (ne) com células com pequenos cristais (circulo) de oxalato de célcio.
D) Feixes vasculares (cabeca de seta) na periferia do nectario (ne). E) Nectario (ne) exposto.
F) Nectério composto por epiderme e parénquima. Observe que tanto as células epidérmicas
quanto parenquimaticas apresentam sistema vacuolar desenvolvido. G) Nectario apés o
tratamento com Sudan IV. Note as paredes delgadas das células epidérmicas (ep) e
parenquimaticas (pa) cuticula delgada e gotas lipidicas com grandes dimensdes nas células
epidérmicas.
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Fig. 3. Nectéario do botdo floral normal antes da antese A) Nectario (ne) na porgao superior do
ovario (ov). Observe a porcédo distal das sépalas (se) justapostas as pétalas (pe). B) Nectério
composto por epiderme e parénquima. Observe a presenca de células guarda além das células
comuns na epiderme. C) Nectario apds o tratamento com reagente de NADI. Note as
goticulas lipidicas no protoplasto das células de epiderme. D) Feixes vasculares (seta),
predominantemente compostos por floema e agrupamento de idioblastos (cabeca de seta)

adjacentes aos feixes, com citoplasma denso e nudcleo volumoso.
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Fig. 4. Nectéario floral em antese. A) Nectéario (ne) com organizacdo compacta das células
parenquimaticas, feixes vasculares na periferia do nectario e inumeros idioblastos drusiferos.
B) Paredes periclinais externas espessas das células epidérmicas (ep) e disposi¢cdo parénquima
(pa). C) Nectario apds tratamento com Sudan IV. Note cuticula espessa, epitélio cuticular
(seta) na regido da cdmera subestomatica e numerosas gotas lipidicas no protoplasto das
células epidérmicas e parenquimaticas.
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Fig. 5. Nectario pds-floral. A) Nectério (ne) com epiderme unisseriada contendo estdmatos e
parénquima nectarifero com numerosas camadas, sendo as mais superficiais de disposi¢do
mais frouxa que as camadas mais profundas. Observe faixa de idioblastos (ponta de seta) na
periferia do nectario, acompanhando os feixes vasculares. B) Nectario ap0s o tratamento com
reagente de NADI. Note cuticula espessa e duas camadas de epitélio cuticular (seta) e reacdo
positiva em gotas no protoplasto das células epidérmica e parenquimaticas. C) Células da
epiderme (ep) com projecBes em direcdo a cuticula espessa (ct). Células parenquimaticas
subepidérmicas com disposicdo frouxa. D) Céamara subestomatica com secrecdo (*)
acumulada. E) Faixa de idioblastos, com grandes vactolos acompanhado de feixes vasculares
(fv).
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Fig. 6. Nectério pericarpial. A. Estagio inicial, B, C. Estagio final. A) Nectario com epiderme
unisseriada e numerosas camadas de células parenquimaticas B) Parénquima nectarifero com
disposicéo frouxa das células. C) Faixa de idioblastos. fv= feixes vasculares.
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Tabela 1. Caracterizagdo histoquimica dos diferentes estagios do nectario de Tocoyena formosa.

Estagios do nectéario

Reagente Substancia Pré-floral Pré-floral  Floral antes Floral em P Pericarpial Pericarpial Pericarpial
os-floral . . P .
comcorola  sem corola da antese antese inicial intermediério final
- Al s PC-Ep; PC-Ep; PC-Ep; PC-Ep; PC-Ep; PC-Ep; En DO PC-Ep;
Vermelho de ruténio Substéancias pécticas PC-Pa PC-Pa PC-Pa PC-Pa PC-Pa PC-Pa PC-Ep; PC-Pa PC-Pa
. Pt-Ep; B i Pt-Ep; . _
Reagente de Lugol Amido Pt-Pa Pt-Pa Pt-Pa Pt-Pa Pt-Pa Pt-Pa
. , Pt-Ep; Pt-Ep;
Fehling Acucares redutores NA NA NA Pt-Pa Pt-Pa NA NA NA
Ct; EC; Ct; EC;
o . Ct; Pt-Ep;  Ct; Pt-Ep; Ct; Pt-Ep; o o Ct; Pt-Ep;  Ct; EC; Pt-Ep; Ct; EC; Pt-
Sudan [V Lipidios totais Pt-Pa Pt-Pa ptpa  PVEPL PUEPLpeopipy Pt-Pa Ep; Pt-Pa
Pt-Pa Pt-Pa
*Esséncias o
. . , . Pt-Ep; *Pt-Ep; **pPt-Ep;  **Pt-Ep; **Pt-Ep; **Pt-Ep;
*% _ **PDt_
Reagente de Nadi Mistura de Gleos essenciais e *kPL_Pa *Pt-Pa Pt-Ep *kPL-Pa *kPt_Pa **Pi_Pa **Pi_Pa
oleoresinas
- - . Pt-Ep;
Cloreto férrico Compostos fendlicos gerais - - - - - - - PL-Pa
Azul mercUrio de Bromofenol Proteinas - - - - - - -

(Ct) cuticula; (EC) epitélio cuticular; (ES) espago subcuticular; (Ep) células epiteliais; (PC) parede celular; (Pt) protoplasto; (Pa) células do parénquima nectarifero; (—) auséncia de
reacdo;(NA) dado ndo avaliado até 0 momento.
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CAPITULO II

Formigas e nectarios extranupciais em Tocoyena formosa
(Rubiaceae): ecologia do néctar e mutualismo defensivo

Juliana \3/erc')nica Izquierdo®, Santiago Benitez-Vieyra?, Leonardo Galetto?, Felipe W.
Amorim

! Programa de Pés Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Botanica), Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

2. Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (CONICET) Universidad Nacional de
Cordoba, Ciudad de Cérdoba, Cordoba, Argentina.

3 Departamento de Botanica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Botucatu, S&o Paulo, Brasil.

!Capitulo em fase de preparacéo a submissao para o Biological Journal of the Linnean Society.
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RESUMO

O mutualismo planta-formiga esta amplamente distribuido nos tropicos e zonas temperadas
podendo ser tanto obrigatorio quanto facultativo. A maioria das relac6es facultativas ocorrem
através de nectarios extraflorais e estdo frequentemente relacionadas com a protecdo contra
herbivoros foliares. Embora os nectérios extraflorais ocorram comumente nas partes
vegetativas das plantas, existem espécies de plantas que possuem o nectdrio nos frutos
acompanhando o desenvolvimento, que possivelmente estdo relacionados com a protecdo
contra predadores de sementes pre-dispersdo. Este tipo de nectario é chamado de nectario
pericarpial e € comum em espécies da familia Rubiaceae. Tocoyena formosa é uma especie
comum no Cerrado, que além de possuir nectario no estagio pds-floral e pericarpial, possui 0
estagio de secrecdo pré-floral, i.e., na fase de botéo, o que permite recrutar formigas antes da
abertura das flores quando as folhas estdo tenras e sdo vulneraveis aos herbivoros. Tocoyena
formosa oferece néctar tanto para os polinizadores como para as formigas através a produgéo
de uma Unica glandula secretora. Neste sentido, os objetivos deste estudo foram: 1)
caracterizar o padrdo de secrecdo do néctar em cada um dos estadgios do nectério, 2)
caracterizar a composicdo quimica do néctar nos distintos estagios do nectario e testar se
existem diferencas que se correspondam com cada estagio e 3) testar a efetividade das
formigas na protecdo de folhas, frutos e sementes contra a atividade de herbivoros. Foi
estudada a dinamica de secrecdo de néctar em periodos de 24h em cada um dos nectarios e
coletado néctar para sua posterior analise quimica e caracterizada a fauna de visitantes do
nectario. Também foram estabelecidos experimentos de exclusdo de formigas para testar a
efetividade das formigas contra a atividade de herbivoros foliares e predadores de semente
pré-dispersdo. Os resultados mostram que T. formosa interage com diferentes espécies de
formigas que visitam o nectario durante toda a etapa reprodutiva da planta, incluindo o
nectario pré-floral. As formigas estabelecem um mutualismo defensivo, pois oferecem
protecdo contra os herbivoros foliares diminuindo a porcentagem de area foliar danificada.
Entretanto, as formigas ndo ofereceram protecdo dos frutos contra predadores de sementes.
Todos os estagios que apresenta o nectario de T. formosa, incluido o pré-floral, reflete uma
estratégia de investimento de energia para secretar néctar continuamente, e assim recrutar

formigas para sua protecao, sem produzir novas estruturas para tal fim.

Palavras chaves: formigas, herbivoria foliar, mutualismo defensivo, néctar, nectarios
extranupciais, Tocoyena formosa.
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INTRODUCAO

O mutualismo defensivo estabelecido entre formigas e plantas estd amplamente
distribuido ao longo dos tropicos e das zonas temperadas (Bronstein, 1998, Rosumek et al.,
2009), sendo também bastante comum em areas de deserto (Holland, Chamberlain & Horn,
2010, Aranda-Rickert, Diez & Marazzi, 2014, Alma et al., 2015, Déttilo et al., 2015). A
interacdo mutualistica entre formigas e plantas pode ser tanto obrigatoria quanto facultativa.
Em associacOes obrigatorias, a relagdo é mais especifica (Jasen 1966, Vasconcelos, 1991,
Yamahiro & Yamahiro, 2008), e nesse caso, além de oferecem alimento para as formigas
(como néctar e corpusculos millerianos), as plantas também oferecem como recurso, areas de
nidificacdo (Janzen, 1966, Bronstein, Alarcon & Geber, 2006). J& em associacOes facultativas,
existe baixa especificidade na interacdo e apenas o alimento é oferecido como recurso para as
formigas de diferentes espécies (Koptur, 1979, Bronstein et al., 2006). Dessa forma, o
resultado da interacdo pode ser diretamente dependente da quantidade e da qualidade do
recurso (Bronstein, 1998, Rosumek et al., 2009).

A maioria das relacbes facultativas ocorre através de nectarios extraflorais - NEFs
(Elias & Gelband, 1975, Bentley, 1977b, Baker,Opler & Baker, 1978, Koptur, 1984, Del-
Claro,Berto & Réu, 1996, Alves-Silva & Del-Claro, 2016a). Os NEFs estdo mais
frequentemente relacionados com a protecdo da planta contra herbivoros foliares (Koptur,
1984, Oliveira & Leitao-Filho, 1987, Del-Claro et al., 1996, Koptur, 2005, Nascimento &
Del-Claro, 2010, Del-Claro et al., 2013). Estes nectarios podem ter um padrdo de secre¢do
correspondente com as diferentes necessidades de protecdo da planta (Bentley, 1977a,
Bentley, 1977b, Gaffal, 2012, Aranda-Rickert et al., 2014). Entretanto, a prote¢do so é eficaz
guando formiga e herbivoro coocorrem tanto no tempo quanto no espaco (Alma et al., 2015,
Dattilo et al., 2015), sendo esta uma das principais premissas para que haja o mutualismo
defensivo planta-formiga (Bentley, 1977b).

Embora os NEFs ocorram comumente em partes vegetativas (Baker et al., 1978,
Koptur, 2005, Evert, 2006, Bernardello, 2007), algumas plantas possuem nectarios nos frutos
gue secretam néctar durante seu desenvolvimento (Elias & Prance, 1978, Keeler, 1981,
Gracie, 1991, Freitas et al., 2000, Diaz-Castelazo et al., 2005, Paiva, 2009, Holland et al.,
2010). Este tipo de nectario, por sua vez, estaria relacionado com a protecdo contra
predadores de sementes pré-dispersdo (Keeler, 1981). O nectar oferecido pelos NEFs oferece
carboidratos, assim como aminoacidos e outros compostos em menor quantidade (Lanza et
al., 1993, Blithgen & Fiedler, 2004, Koptur, 2005, Pacini & Nepi, 2007, Gonzalez-Teuber &
Heil, 2009).
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Espécies de plantas com NEFs estdo amplamente distribuidas no Cerrado (Oliveira &
Leitao-Filho, 1987), e estabelecem associa¢cbes com uma grande diversidade de espécies de
formigas, as quais oferecem protecdo de folhas, frutos e sementes (Belchior, Sendoya & Del-
Claro, 2016). Algumas espécies dentro da familia Rubiaceae estabelecem esta interacao
através de nectarios florais que continuam secretando néctar apos a queda da corola e durante
0 desenvolvimento dos frutos, quando desempenham um papel extranupcial (Santos & Del-
Claro, 2001, Amorim & Oliveira, 2006, Del-Claro et al., 2013, Falcdo, Dattilo & Izzo, 2014).
Tais nectarios sdo denominados de nectarios pericarpiais (veja Del-Claro et al. 2013)

Tocoyena formosa (Cham. &. Schlechtd.) K. Schum (Rubiaceae) interage com
diferentes espécies de formigas depois da floracdo através de dois estagios diferentes do
nectério floral, que continua secretando néctar apds da queda da corola (veja Capitulo I). Nas
flores que foram polinizadas, o nectario secreta néctar durante o desenvolvimento do fruto até
seu amadurecimento, este estagio € chamado de nectario pericarpial (NP). Ja nas flores que
ndo foram polinizadas, o ovério permanece na inflorescéncia e o nectério floral continua
secretando néctar, constituindo assim, o estagio de nectério pés-floral (NPGOsF). Além desses
dois estagios do nectario floral, existe outro anterior, que é denominado de nectéario pré-floral
(NPréF, veja Capitulo ). Este nectario atrai formigas antes das primeiras flores da
inflorescéncia abrirem (Figura 1). O papel ecoldgico deste estagio presente em T. formosa
ainda é desconhecido e sua duragdo é bastante curta, uma vez que o nectario permanece ativo
apenas até o inicio da antese das primeiras flores na inflorescéncia planta.

Neste sistema, a mesma glandula secretora desempenha distintos papeis oferecendo
recursos tanto para os polinizadores, quanto para as formigas. Entretanto, esses dois grupos de
visitantes podem ter preferencias por néctar com qualidade distinta. Por exemplo, mariposas
normalmente preferem néctar cujo acucar predominante é a sacarose (Koptur, 1994, Wolff,
2006), ao passo que formigas geralmente preferem néctar com predominancia de hexoses em
sua composicao de agUcares (Koptur, 1979, Tanowitz & Koehler, 1986, Koptur, 2005), além
de néctar elevada quantidade de aminoécidos (Lanza, 1988, Lanza et al., 1993, Koptur,
2005).

Visto que em Tocoyena formosa utiliza-se da mesma glandula secretora para a atracao
de mutualistas com diferentes papeis (polinizagdo e protecdo), nds perguntamos se a
composigdo quimica do néctar secretado nos distintos estagios do nectario difere entre si e
correspondem as preferéncias de ambos os grupos de visitantes (esfingideos e formigas).
Também perguntamos se as formigas de fato exercem papel de protecdo sobre as partes
reprodutivas e vegetativas da planta. Nesse contexto, nosso estudo teve como objetivos 1)
caracterizar o padrdo de secrecdo do nectar em cada um dos estagios do nectario, 2)
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caracterizar a composicdo quimica do néctar nos distintos estagios do nectario e testar se
existem diferencas que se correspondam com o papel ecoldgico de cada estégio, e 3) testar a
efetividade das formigas na protecdo de folhas, frutos e sementes contra a atividade de

herbivoros.

Figura 1. Espécies de formigas que visitam os nectarios pré-florais de Tocoyena formosa. A-D)
Formigas do género Brachimyrmex, B) Camponotus sp., C) Crematogaster goeldii.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e caracterizagio da espécie

O estudo foi realizado nos anos de 2015 e 2016 em uma area de Cerrado localizada na
Fazenda “Palmeira da Serra” (22° 48° 50> S e 48° 44’ 40°> W), uma reserva privada de
aproximadamente 224 ha, situada no Municipio de Pratania, Sdo Paulo, Brasil. A vegetacao
predominante na area € o cerrado stricto sensu e o cerraddo. O clima é tropical de altitude
com chuvas no verdo de até 239.5 mm em janeiro (temperatura média de 29.2 °C,) e um
inverno seco com chuvas até 37.5 mm em julho (temperatura média de 10.0 °C) (CEPAGRI
2016).

Tocoyena formosa (Cham. & Schlechtd.) K. Schum é uma Rubiaceae comum no

Cerrado (Ratter, Bridgewater & Ribeiro, 2003), autoincompativel e depende de esfingideos
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com probodscide longa para se reproduzir (Oliveira & Freitas, 2004). Suas flores s&o
protandricas com ovario infero, e na parte superior deste encontra-se o0 nectario rodeando a
base do estilete (Bernardello, 2007, Delprete & Jardim, 2012). Na primeira noite, quando a
flor se abre (fase masculina) o polen é apresentado de forma secundaria sobre os I6bulos
estigmaticos que estdo fechados (pseudoestame). A partir da segunda noite até a senescéncia
(fase feminina), os lébulos estigmaticos se abrem e permanecem receptivos até o fim da
antese (Oliveira & Freitas, 2004). O periodo reprodutivo comega no més de setembro/outubro
com a aparicdo dos primeiros botdes florais, e finaliza por volta dos meses de abril e maio
com o final do periodo de frutificacdo, que € procedido pela perda das folhas durante a

estacdo seca (Silberbauer-Gottsberger, Gottsberger & Ehrendorfer, 1992).

Dinamica de secrecdo do néctar e efeito das remocoes

Para a andlise da dindmica de secrecdo do néctar e do efeito das remoc¢des sucessivas
em cada estagio do nectario foram utilizados um total de 36 nectérios para o estagio pos-floral
(nectarios pds-floral, NP&sF), 70 nectarios para o nectario pericarpial na fase inicial de
desenvolvimento do fruto (entre 3-4 semanas apds a queda da corola, nectario pericarpial fase
inicial, NP1), 49 nectarios para a fase intermediaria de desenvolvimento do fruto (entre 5-7
semanas apds a queda da corola nectario pericarpial fase intermediaria, NP2), e 33 nectarios
durante a fase final de desenvolvimento do fruto (entre 8-10 semanas ap6s a queda da corola
nectario pericarpial fase final, NP3). O volume do néctar foi mensurado usando
microcapilares de vidro de 10ul (Drummond), ¢ a concentracdo de agucares foi medida com
auxilio de um refratdmetro manual (INSTRUTHERM, modelo RT-280, escala de medi¢do 0 a
90% Brix). A massa de acucares foi quantificada de acordo com Galetto & Bernardello (2005)
e expressada em miligramas de acucar.

A dindmica de secrecdo de néctar foi avaliada durante um periodo de 24h em
intervalos de 4h em sete conjuntos de nectarios isolados com sacos de organza de nailon.
Cada conjunto de nectério continha nectarios de diferentes plantas para incluir no estudo a
variacdo interindividual na dindmica de néctar. Em cada intervalo, o néctar foi removido
completamente do nectario para a medicdo do volume e concentragdo, e recoberto novamente
permitindo assim que o néctar se acumulasse novamente até a proxima medicdo. Cada
medicdo seguinte foi realizada em um conjunto novo de nectarios com a remedicdo de cada
conjunto anterior sucessivamente até o final do experimento (veja detalhes em Galetto &
Bernardello, 2005).

A reposta dos nectarios as sucessivas remog6es do néctar pelos visitantes foi avaliada
através de multiplas remocOes experimentais do néctar que simulou a atividade das formigas.
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Para isso, comparamos o total do néctar acumulado entre os nectarios ‘“visitados por
formigas” (i.e., nectarios nos quais o néctar foi experimentalmente removido) e 0s nectarios
ndo visitados (controle). Como as remocGes foram realizadas em sete conjuntos de nectario de
quatro em quatro horas, o primeiro conjunto de nectarios sofreu sete remoc@es, o segundo
seis, e assim sucessivamente até o ultimo conjunto, que foi utilizado como grupo controle, no
qual o néctar s6 foi removido uma Unica vez permitindo sua méxima acumulacdo em um
periodo de 24h (Galetto & Bernardello, 2005). Através desse experimento nos estimamos o
investimento em producédo de néctar pela planta apds sua remocéo pelas formigas que visitam
0os NEFs, e testamos se a planta produz uma maior quantidade de néctar em reposta a
remocdes sucessivas.

Para testar se existe diferenca entre o volume de néctar secretado e a quantidade de
acucar produzida entre os diferentes estagios do nectario no fruto, analisamos os dados com o
teste de Kruskal-Wallis e com o teste a posteriori de Dunn. Os mesmos testes foram
utilizados para comparar se existe diferenca na producdo de néctar entre os horarios, tanto
para a dindmica de secrecdo do néctar como para o efeito da remocéo (Queiroz, Quirino &
Machado, 2015).

Anélise da composi¢do quimica do néctar

Para analisar a composi¢do quimica do néctar, nés coletamos o néctar de nove
nectarios em estagio NPréF, dois em estagio NP1, seis em estagio NP2, 16 em estagio NPosF
e também de cinco flores (NF). Para a coleta utilizamos microcapilares de vidro de 10ul
(Drummond) e armazenamos o néctar em papel de cromatografia Whatman n°1 (conforme
Galetto & Bernardello, 2005). Apds o armazenamento, as amostras foram dissolvidas em um
volume conhecido de &gua destilada, e posteriormente foi realizada cromatografia em fase
liquido-gasosa seguindo Galetto & Bernardello (2005) para identificar os acUcares que
compdem o néctar.

A proporcao sacarose/hexose foi calculada segundo Baker & Baker, 1973. A propocao
foi calculada considerado sacarose / (glucose + frutose), no qual valores abaixo de 0,1
indicaram um néctar rico em hexose, valores maiores que 1,0, néctar rico em sacarose, valores
intermedirios, entre 0,1 e 0,499, néctar hexose-dominante, e por fim, e valores maiores do

que 0,5, néctar do tipo sacarose-dominante.

Levantamento de visitantes de nectarios de Tocoyena formosa
Durante os experimentos de dinamica de secrecdo do néctar foram registradas as
diferentes especies de formiga visitantes dos nectarios em seus distintos estagios. Tais
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observacdes foram realizadas naqueles ramos nédo utilizados nas remocdes de néctar. NOs
coletamos as formigas visitantes (alguns individuos representantes de cada espécie) e fixamos

em solucéo de etanol 70% para posterior identificagéo.

Papel das formigas sobre o éxito reprodutivo em Tocoyena formosa

Para testar se as formigas tinham um efeito no éxito reprodutivo de T. formosa através
da protecdo de folhas e frutos, nos realizamos um experimento de exclusdo. Primeiro,
selecionamos 42 plantas com flores previamente marcadas e aleatoriamente atribuimos-lhes
um dos dois tratamentos: exclusao total do acesso de formigas as plantas (SF, 22 plantas) e
tratamento controle, no qual as formigas tiveram acesso livre as plantas e nectarios (CF, 20
plantas). No tratamento SF, as plantas foram isoladas na base do tronco utilizando uma
barreira de cola entomoldgica, que era renovada em intervalos de 15 dias até o fim do
experimento. Para evitar que as formigas tivessem acesso a planta isolada através da
vegetacdo adjacente, nos fizemos uma poda das plantas circundante de forma a isolar por
completo a planta do experimento (Costa, Oliveira-Filho & Oliveira, 1992, Del-Claro et al.,
1996, Nascimento & Del-Claro, 2010).

Para avaliar o efeito das formigas na herbivoria foliar nos dois tratamentos foram
coletadas folhas de ramos vegetativos (sem nectarios) e de ramos reprodutivos (com
nectérios). N6s medimos a herbivoria foliar no inicio do experimento, que se deu no final de
novembro no periodo inicial da floracéo, e no final do experimento no més de marco, quando
os frutos ja& estavam desenvolvidos, porém ainda verdes. Nés coletamos trés folhas
completamente expandidas de trés ramos vegetativos (sem nectarios) e cinco ramos
reprodutivos (com nectarios) em diferentes alturas (ramos mais altos, em posicdo
intermedidria e mais baixos) de cada planta na fase inicial do experimento. Na fase final, n6s
coletamos cinco folhas por ramo, provenientes de trés ramos vegetativos e trés reprodutivos.
Para isso utilizamos a mesma metodologia de coleta da fase inicial.

Para quantificar a porcentagem de &rea foliar danificada, as folhas foram digitalizadas
utilizando um escaner (HP Scanjet G2710) com uma escala de referéncia. E seguida
utilizamos o programa Sigma Scan Pro 5 para aferir a area foliar total removida por
herbivoros. Para isso, consideramos a area danificada tanto por herbivoros mastigadores,
quanto por herbivoros sugadores que danificavam as folhas deixando-as com manchas
escuras, 0 que caracterizava areas foliares fotossinteticamente inativas. Para testar se a
presenca de formigas foi efetiva na protecdo das folhas realizamos o teste de Mann-Whitney
para comparar os tratamentos CF e SF, tanto na fase inicial como na fase final do
experimento. Adicionalmente, nds também testamos se os danos foliares diferiam entre si em
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ramos com e sem nectarios, tanto na presenca, quanto na auséncia de formigas. Para isso
utilizamos um modelo linear generalizado misto, no qual os tratamentos (com e sem
formigas) foram considerados como fatores fixos, cada planta como fator aleatorio e o
percentual de area foliar danificada como variavel resposta.

Finalmente, para avaliar o efeito das formigas na protecdo de frutos e sementes, nos
quantificamos a producao total de frutos e coletamos entre 1 e 10 frutos por individuo de cada
uma das 42 plantas. Foram coletados frutos completamente desenvolvidos em fase de pré-
maturacdo. Os frutos foram acondicionados individualmente em potes plasticos para o
acompanhamento da emergéncia de insetos predadores de sementes na fase pre-disperséo.
Primeiro, nés calculamos a proporcéo de frutos formados em relacdo a quantidade de flores
produzidas ao inicio da floracdo. Logo foi realizado um teste de Mann-Whitney para
comparar se a presenca de formigas influenciou na frutificacdo final das plantas. Também
guantificamos o numero de sementes produzidas por frutos para cada tratamento, e
calculamos o numero médio de sementes desenvolvidas por fruto. Em seguida foi realizado
um teste de Mann-Whitney para comparar a producao de sementes em frutos provenientes de
plantas com e sem formigas. Por fim, também quantificamos o nimero de insetos predadores
de sementes que emergiram de cada fruto, e para testar a efetividade das formigas contra a
atividade de tais insetos realizamos um teste de Mann-Whitney. Todos 0s insetos emergentes
foram coletados e fixados em solucdo de etanol 70% para posterior identificagio no menor

nivel taxonémico possivel.

RESULTADOS

Néctar: dinamica de secrecao, efeito das remocdes e composicdo quimica

O Unico nectario presente em T. formosa encontrou-se ativo por um periodo de mais
de trés meses durante todo o desenvolvimento dos frutos (final de dezembro até margo). Os
nectéarios pds-florais (provenientes de flores ndo polinizadas) também permaneceram ativos
durante esse periodo e o padrdo de secrecdo do néctar foi variavel entre as diferentes fases
(Fig. 2). O estagio com maior producdo de néctar foi o nectario pericarpial na fase inicial
(NP1), o qual produziu no total 106.9 = 5.29 ul de néctar, com concentragdo média de 22 +
15,34 %, que totalizou 358.38 + 20.54 mg de acucar ao longo de 24h (Fig. 2). Quando 0s
frutos ja estivam maduros, a secrecdo do NP3 foi quase nula, coincidindo com a baixa
quantidade de nectarios ativos, baixa atividade de formigas e com periodo de pré-maturacdo
dos frutos (Fig. 2 e 3).
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No estagio pds-floral (NPGsF) a secrecdo de néctar e producdo de aglcar cessou as
14h00, e na medicédo seguinte comecou a secretar novamente. De qualquer forma, ndo houve
diferencga entre a secrecdo nos diferentes horérios desse estadgio (H= 12,62, p=0,0271, Fig.3
A). Ja na fase inicial do nectario pericarpial (NP1), a secrecdo foi significativamente maior no
comeco da noite (H= 12.72, p= 0.0478, Fig. 3B). Na fase intermediaria do nectario (NP2), a
secrecao foi homogénea ao longo do dia (H= 5,72, p= 0,4547, Fig. 3C). A producdo de néctar
foi muito baixa, ou mesmo nula na fase final de desenvolvimento do fruto (H= 1,066, p=
0,983, Fig. 3D). A remocéo do néctar ndo afetou sua producéo total em nenhum dos estagios
dos nectarios (Material Suplementar).

A composicgdo quimica dos agUcares do néctar ndo variou entre os distintos estagios do
nectario. Todos os estagios possuem sacarose como o principal tipo de agucar produzido,
sendo todos os nectéarios classificados como sacarose-rico, com excecdo do NP2 que pode ser

considerado como sacarose-dominante (Tabela 1).
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Figura 2. Caracteristicas do néctar em cada estagio do nectario de Tocoyena formosa. A) Volume de
néctar, B) Miligramas de acucar do néctar, C) Concentracdo de aglcar. NPGsF = Nectario pds-floral,
NP1 = Nectério pericarpial em fase inicial, NP2 = Nectario pericarpial em fase intermediaria e NP3 =
Nectario pericarpial em fase final de desenvolvimento do fruto. Volume e miligrama de agucar do
néctar estdo representados pela variacdo da produgdo total por estadgio de nectério, e a concentracdo
esta representada pela variacdo da média da producdo de néctar. Letras iguais por cima do boxplot,
representam grupos estatisticamente iguais.
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Tabela 1. Composicdo de aglcar do néctar dos diferentes estagios do nectario de Tocoyena formosa.
Classificacdo segundo Baker & Baker (1973). SD = néctar sacarose dominante, SR = néctar rico em

sacarose.
Composicao de agucar Proporcéo
Tipo de nectéario? i
Glucose (%) Fructose (%)  Sacarose (%) S/(F+G) Tipo
NPréF 15,65 12,88 71,48 2,51 SR
NF 8,57 7,18 84,25 5,35 SR
NPOsF 12,19 13,17 74,64 2,94 SR
NP1 17,73 23,86 58,41 1,40 SR
NP2 20,33 31,51 48,17 0,93 SD

1, Nesta analise ndo foi incluido o Gltimo estagio do nectério pela baixa quantidade de secrecéo de néctar, propria

do nectario.
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1 Levantamento das formigas associadas aos nectarios.

2 Foram identificadas 10 espécies de formigas pertencentes a sete géneros visitando os
3 diferentes estagios dos nectarios de T. formosa. Seguindo a ordem de importancia baseada em
4 suas frequéncias relativas nas plantas, a espécies de formigas observadas foram:
5  Crematogaster goeldii (Forel, 1903), Ectatomma tuberculatum (Olivier,1972), Camponotus
6  crassus (Mayr, 1862), Brachymyrmex sp. aff., Cephalotes sp., Neoponera villosa (Fabricius,
7 1804), Pseudomyrmex gracilis (Fabricius, 1804), Camponotus renggeri (Emery, 1894),
8  Camponotus rufipes (Fabricius,1775) e Pseudomyrmex filiformis (Fabricius, 1804) (Fig. 4).
9  Eventualmente, também registramos a visita da vespa Polistes sp., alem de trés espécies de
10  Coleoptera, dentre os quais encontra-se Hemicolpus abdominalis (Hustache, 1938), que
11 representa o principal predador de sementes em desenvolvimento de T. formosa (Fig. 5).

12

13

14  Figura 4. Principais espécies de formigas visitantes dos nectarios de Tocoyena formosa. A)
15  Ectatomma tuberculatum; B) Camponotus crassus; C) Cephalotes sp.. Note que; junto as formigas ha
16  um pequeno besouro da familia Nitidulidae também consumindo néctar; e D) Crematogaster goeldii.
17
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Figura 5. Vespa e besouros visitantes dos nectarios de Tocoyena formosa. A) Vespa do género
Polistes; B) Hemicolpus abdominalis (Curculionidae), C) Cycloneda sp. (Coccinalidae); e D)
Macrodactylus sp. (Scarabaeidae, Melolonthinae).

Papel das formigas sobre o éxito reprodutivo de Tocoyena formosa

N&o houve diferenca na area foliar danificada entre o tratamento controle (presenca de
formigas, 7,39 £ 12,10 mm?) e de exclusdo (sem formigas, 6,701 £ 10,56 mm?2; W= 913, p=
0,5476) no inicio do experimento. Contudo, ao final do experimento detectamos um aumento
significativo (W= 1016, p= 0,01685) nos danos foliares causados por herbivoros em plantas
sem formigas a (16,38 + 13,86 mm?) em relagdo ao tratamento controle (11,43 £ 12,16 mm?2).
A herbivoria foi afetada tanto pela presenca de formigas na planta, quanto pela presenca de
nectarios nos ramos, entretanto ndo observamos interacdo entre ambos os dois fatores (Tabela
2; Fig. 5).
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Tabela 2. Resultado dos contrastes do modelo linear generalizado misto do percentual de area
foliar danificada ao final do tratamento de excluséo de formigas em Tocoyena formosa.

Area foliar danificada (%)

Gl F p
Formiga 1029 -5,4911 0,0025
Nectéario 39 -2,4540 0,0332
Formiga*Nectario 1029 1,6825 0,2876
= 184 Y.
D . Nectario
%j ----- auséncia
f"% 16 —— presenga
_f_;: 14
§
<

auséncia presenca

Tratamento de exclusdo de formigas

Figura 5. Relacéo entre tratamento de exclusdo de formigas, presencga de nectarios e porcentagem de
area foliar danificada.

A presenca das formigas ndo afetou a propor¢do de frutos formados por plantas
(presenca de formigas: 0,1623 + 0,1131 frutos por planta, auséncia de formigas: 0,2091 +
0,1175 frutos por planta, W= 231, p= 0,2157), nem na gquantidade de predadores de sementes
que emergiram dos frutos (presenca de formigas: 1,02 + 1,30 predadores; auséncia de
formigas: 0,99 + 0,72; W=254 p=0,4; Fig. 6A), tampouco no nimero médio de sementes
produzidas por fruto (presenca de formigas: 22,23 + 15,81, auséncia de formigas: 21,51 +
15,74; Fig. 6B).
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Figura 6. Efeito das formigas no nimero de predadores por frutos (A) e nimero médio de sementes
prod_uzidas por fruto (B). Letras iguais por cima do boxplot, representam grupos estatisticamente
iguais.

Os predadores de sementes que emergiram dos frutos maduros (n=244) pertenceram as
ordens Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera e Diptera. Os predadores mais frequentes
foram Hemicolpus abdominalis (Hustache, 1938) (Curculionidae: Coleoptera), que emergiu
em 52.87% do total de frutos coletados (Fig. 7A), e uma espécie de vespa da familia
Braconidae, que esteve presente em 32.38% dos frutos (Fig. 7B). Nao houve diferenca entre
os tratamentos na quantidade de curculionideos que emergiram por fruto (presenca de
formigas: 0,6352 £ 0,9558 curculionideos, sem formigas: 0,5238 + 0,4943 curculionideos,
W= 233, p= 0,75). Embora mariposas tenham sido menos frequentes que os demais
predadores, elas causaram tanto dano quanto os curculionideos, j& que os frutos nos quais

esses predadores estavam presentes apresentaram menor quantidade de sementes.
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Figura 7. Principais predadores de sementes pré-dispersao encontrados em Tocoyena
formosa. A) Hemicolpus abdominalis, B) Vespa da familia Braconidae. Note que em ambas
as imagens, os adultos encontram-se ovipondo nos frutos.

DISCUSAO

Tocoyena formosa possui nectérios extraflorais associados ao ovario, 0s quais
oferecem néctar ao longo de todo periodo reprodutivo da espécie, o que lhe permite recrutar
diferentes espécies de formigas e assim estabelecer um mutualismo defensivo (Del-Claro et
al., 2013, Falcéo et al., 2014). A presenca dos nectarios pré-florais permite atrair formigas
desde o inicio da etapa reprodutiva, coincidindo com o momento de crescimento das novas
folhas e botdes.

A variagdo do volume e concentracdo encontrada em todos os estagios € caracteristica
de néctar que estd exposto ao ambiente, e assim, pode sofrer influéncia da temperatura e
umidade circundantes (Koptur, 1994, Gaffal, 2012). Entretanto, pode-se observar que durante
0 inicio do desenvolvimento do fruto (NP1) ocorre a maior producdo de néctar, que
corresponde com sua fase de maior vulnerabilidade. Tal como observado em estudos
anteriores (e.g., Falcdo et al. 2014; Jones & Koptur 2015), possivelmente ocorre um
investimento diferencial de energia para a protecdo dos frutos em fase inicial de
desenvolvimento, assegurando a presenca de formigas neste estidgio (Bentley, 1977b).
Também observamos uma diminuicdo na secregdo de néctar na medida que o fruto avancgava
o desenvolvimento. A secrecdo foi quase nula em frutos na fase de pré-maturagéo e dispersdo,
0 que também levou a uma reducdo ou mesmo auséncia na taxa de visita das formigas. Estas
mudancas no padrdo de secrecdo por parte dos nectérios, também foi encontrada em Alibertia
verrucosa (Rubiaceae) (Falcdo et al., 2014), e essa reducdo gradual na secre¢do pode estar
relacionada ao fato das formigas poderem influenciar negativamente no consumo dos frutos

diminuindo a taxa de visitacdo dos dispersores (veja Dattilo et al. 2016).
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Manter o nectario pés-floral ativo, pode ser importante naqueles ramos cuja maioria
das flores ndo foi polinizada eficientemente, logo teria menor atratividade para as formigas.
Nesse caso, 0s nectarios pos-florais seriam um complemento para a atracdo de formigas por
um tempo mais prolongado, e a possivel reabsorcao neste estagio do nectario possibilitar a
reciclagem de metabolitos utilizados na secrecdo de néctar nas horas de menor atividade das
formigas.

N&o existe mudanca no tipo de aglcar que compde o néctar entre as fases floral e os
estagios pos-florais, ainda que nesses estagios o néctar esteja exposto ao ambiente e a
hidrolise da sacarose (Koptur, 1994). Isso demonstra que o néctar atrativo para as formigas
pode ser composto tanto por sacarose ou hexoses. Entretanto, essa atratividade depende
principalmente da mistura do agucar com diferentes aminoacidos existindo preferéncia de
néctar com aminoacidos sobre o néctar composto unicamente por agucar (Smith et al., 1990,
Lanza et al., 1993, Bluthgen & Fiedler, 2004, Gonzélez-Teuber & Heil, 2009, Grasso et al.,
2015).

Plantas podem investir aproximadamente 10% da energia obtida através da
fotossintese para a sua reproducdo (Mooney, 1972). Isso significa que uma perda de 10% da
area total de folha pode afetar sua reproducdo, j& que os recursos para tal fim comecam a
diminuir proporcionalmente. Nossos resultados mostram que mesmo em plantas com
formigas, aqueles ramos que ndo oferecem recurso (ramos vegetativos) sofrem um maior dano
foliar que aqueles ramos com nectérios. Visto que os ramos funcionam como mddulos
independentes na planta, isso evidencia importancia da protecdo das folhas pertencentes aos
ramos com frutos em desenvolvimento. As formigas levaram a uma diminuicéo de 2% a 7%
dos danos infligidos as folhas pelos herbivoros, o que demostra que o conjunto das diferentes
espécies de formigas atua eficientemente na protecdo das folhas (Elias & Gelband, 1975,
Rosumek et al., 2009, Nascimento & Del-Claro, 2010, Del-Claro et al., 2013). Embora exista
diferenca na herbivoria foliar entre os tratamentos, por que plantas sem formigas tem menor
dano foliar em ramos com nectarios? Provavelmente, isso se deva a presenca de predadores
alados, como Polistes sp., que podem acessar 0s nectarios de plantas isoladas de formigas. De
fato, outros estudos tém demonstrado que vespas visitantes de NEFs podem ser efetivas na
protecdo de plantas contra herbivoros (Alves-Silva et al., 2013, Alves-Silva & Del-Claro,
2016b).

Entretanto, tal como observado em outros estudos com T. formosa, as formigas néao
ofereceram protecdo contra os predadores de sementes (Santos & Del-Claro 2001, Veiga,
2016). O mesmo também € observado para outra espécie de Rubiaceae (Del-Claro et al.,
2013) e para a Bromeliaceae Dyckia floribunda (Vesprini, Galetto & Bernardello, 2003).
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Porém, em outros casos, como observado em Bixa orellana (Bixaceae), formigas podem ser
bastante eficientes e aumentarem a producdo de sementes por frutos (Bentley, 1977b).

No caso de T. formosa, a auséncia de efetividade das formigas contra os predadores de
sementes pode ser devido a segregacao espacial entre formigas e predadores na utilizacdo dos
frutos. O fato das formigas estarem predominante sobre 0s nectarios na porcdo superior do
fruto, os principais predadores de sementes fazem a ovoposic¢do na porcdo basal. No caso de
espécies que possuem nectarios ao longo de todo o pericarpo do fruto, o que obriga as
formigas a patrulharem no fruto como um tudo, e.g., Erythrina speciosa (Fabaceae) e
Crescentia sp. (Bignoneaceae), a presenca de formigas afeta sobremaneira o sucesso
reprodutivo das plantas aumentando a producdo de frutos e sementes (Elias & Prance, 1978,
Paiva, 2009). Porém, o fato de Tocoyena formosa utilizar-se de um mesmo 6rgdo para
cumprir distintas funcdes, representa uma estratégia muito eficaz, que se ndo tem um efeito
direto sobre a producdo de sementes, certamente deve afetar o éxito reprodutivo final
possibilitado que a planta tenha maior area fotossiteticamente ativa, que possibilita a producéo
de mais frutos ou sementes com maior vigor. Estudos futuros devem considerar o efeito das
formigas também no vigor das sementes, visto que plantas com menor dano foliar podem

investir mais na formacdo das sementes, melhorando caracteristicas como sua biomassa.
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Tabela 1. Efeito de remocéo do néctar sobre a producao total de néctar em nectarios pos-florais (NPAsF) em Tocoyena formosa.

*QOs dados representam: média + DS da quantidade de agucar (mg), do volume (ul) e da concentragdo (% massa/massa) produzido por grupo de nectario (n= 6 nectarios em cada

horario).

MATERIAL SUPLEMENTAR

Horéario de amostragem

Grupo de flores Quantidade total produzida
22h00 02h00 06h00 10h00 14h00 18h00

6
mg 0.12+0.15 0.04£0.02 0.03+0.04 0.03+0.05 0 0 1.36 £ 0.61
pl 297+361 1.18+066 1.22+1.17 1.00+1.65 0 0 37.85+15.43
% 4+089 151+041 2.00+0.63 1.25+1.50 0 0

5
mg 0.12+0.08 0.08+0.08 0.03+0.06 0.07+0.18 0.03+0.07 0.59+0.11
pl 186+143 143+1.64 025+043 0.18+0.45 0.07+0.18 14.68 +1.83
% 44+231 500+4.34 4331751 583+14.29 5.83+14.29

4
mg 0.07 £0.15 0.01+£0.02 0 0.03+0.07 0.31+0.21
pl 1.34+270 0.15+0.24 0 0.27 £ 0.65 6.35+3.78
% 2.00+2.35 2.17 £3.49 0 2.67 £ 6.53

3
mg 0.03+0.05 0 0.03+0.08 2.15+0.36
pl 0.52+0.84 0 0.04 £0.11 27.50 + 3.93
% 1.67 £ 2.66 0 9.50 + 23.27

2
mg 0 0.02 +0.04 1.26 £ 0.45
pl 0 0.09£0.21 17.43 £5.76
% 0 2.83 +6.94

1
mg 0.02+0.05 0.76 £ 0.12
pl 0.07+£0.18 10.01+1.41
% 417+10.21
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Tabela 2. Efeito de remog&o do néctar sobre a producdo total de néctar em nectérios pericarpiais iniciais (NP1) em Tocoyena formosa.

Grupo de flores

Horéario de amostragem

Quantidade total produzida

22h00 02h00 06h00 10h00 14h00 18h00 22h00

-
mg 0.27 £0.22 0.36 £0.32 0.13£0.11 0.08 £0.23 0.14+£0.17 0.44 £0.37 0.32+0.28 1246 +1.21
pl 1.27+1 2.09+1.33 1.36£1.14 0.09 £ 0.27 0.21+0.24 0.71+£0.68 1.13+£0.92 48.18 + 3.52
% 14.44 + 8.75 12+7.78 7.50£4.25 7.22 £21.67 28.33 £ 33.83 37.80 £ 27.40 18.20 £ 13.16

6
mg 0.41£0.36 0.27£0.24 0.14+0.19 0.28 £0.36 0.49£0.63 0.44 £0.42 20.13+£1.95
pl 256 +1.96 2.07£1.97 0.42 +0.78 0.37 £ 0.49 0.96 +1.32 1.63+1.66 80.16 £ 6.74
% 10.50 £ 7.92 7.56 £5.90 16.80 = 24.50 30.10 £ 32.12 29.60 + 26.45 15.10 £ 13.35

5
mg 0.52+0.44 0.03£0.09 0.20 £0.25 0.45%0.35 0.42 £0.33 13.61 +1.02
pl 4.29 + 3.23 0.03+0.11 0.24 £0.29 0.72 £ 0.57 1.49+£1.05 59.84 £ 4.02
% 10.11 £ 6.90 6.70 £21.19 32.20 £ 33.99 41.50 £ 25.78 2210+ 1251

4
mg 0.38 £ 0.68 0.14+£0.28 0.47 £0.50 0.57x0.52 12.70 £ 1.65
pl 1.21£255 0.18+0.32 1+1.05 1.80+1.22 35.08 £4.15
% 15.89 + 21.32 16.13 = 29.86 27.89 £ 23.36 20.38 +10.86

3
mg 0.28 £0.42 0.41+0.50 0.40+0.38 10.94 +1.20
pl 0.33+0.48 0.71+£0.83 1.29+£0.97 23.27+£2.13
% 32.30 £ 34.07 31.90 + 24.09 21.30+£12.95

2
mg 1.85+1.29 0.81+1.34 26.63 £ 1.67
pl 244 +1.76 1.75+2.42 41.88 +£2.77
% 52.40 + 19.64 21 +17.64

1
mg 1.04 +1.48 10.44 +1.48
pl 2.34+3.11 23.44 +3.11
% 18.30 + 21.63

*QOs dados representam: média + DS da quantidade de agucar (mg), do volume (ul) e da concentracdo (% massa/massa) produzido por grupo de nectario (n=10 nectarios em cada

horario).



Tabela 3. Efeito de remocao do néctar sobre a producao total de néctar em nectarios pericarpiais intermediarios (NP2) em Tocoyena formosa.

Grupo de flores

Horério de amostragem

Quantidade total produzida

22h00 02h00 06h00 10h00 14h00 18h00 22h00

7
mg 0.19+0.18 0.20£0.22 0.12+£0.16 0.16 £ 0.22 0.15+0.26 0.55+0.73 0.27£0.16 5.69 £1.26
pl 1.29+1.03 1.69+1.63 1.09+1.53 0.57 £0.93 0.19+0.32 1.23+1.38 1.45+0.68 26.39 £ 3.17
% 9.29+7.43 7.14£5.43 457 +£5.71 13.30 £ 22.32 20.58 £ 31.91 23.60 £ 29.11 17£5.70

6
mg 0.29 £ 0.52 0.14 £0.22 0.22£0.49 0.05+0.12 0.26 £ 0.37 0.39£0.76 3.76 £1.57
pl 2.26 £ 4.59 1.07+1.83 1.29 +2.87 0.10+£0.15 0.29+0.43 1.24+2.26 17.90 + 7.68
% 7.86 + 11.68 3.50£5.50 3.20+£7.16 10.17 £ 24.90 28.71 £ 35.85 7.71+13.38

5
mg 0.18 £ 0.46 0 0.19+ 0.34 0.58 £ 0.84 0.08 £0.15 3.83+£221
pl 1.10+2.92 0 0.28 £ 0.52 1.17+1.70 0.53+0.85 13.34 £ 7.70
% 2.14 £ 5.67 0 158+ 27.21 20.67 £ 22.69 5+6.81

4
mg 0.12+£0.19 0 0.20£0.41 0.26 £ 0.39 2.30+1.15
pl 0.49+0.76 0 0.51+1.03 1.09+1.82 8.39+4.19
% 8.80+12 0 10.83 + 16.86 13.71 £ 13.44

3
mg 0.36 £ 0.55 0.41+0.49 0.14+£0.28 6.38£1.12
pl 0.41+0.64 0.67 £0.82 0.6+1.08 11.79+£2.10
% 36.86 + 34.52 30.71 +£30.82 5.93+10.49

2
mg 0.16 £ 0.27 0 0.47 £0.27
pl 0.18 +£0.31 0 0.54+0.31
% 22 £38.11 0

1
mg 0 0
pl 0 0
% 0
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*0Os dados representam: média £ DS da quantidade de agucar (mg), do volume (ul) e da concentragdo (% massa/massa) produzido por grupo de nectario (n=7 nectarios em cada
horario).
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Tabela 4. Efeito de remocao do néctar sobre a producao total de néctar em nectarios pericarpiais finais (NP3) em Tocoyena formosa.

Horério de amostragem

Grupo de flores Quantidade total produzida
22h00 02h00 06h00 10h00 14h00 18h00 22h00

7
mg 0 0.01+0.02 0.13+0.27 0 0 0.14+0.2 0 0.84
pl 0 0.11+0.24 0.14+0.29 0 0.08+0.19 0.19+0.27 0 0.94
% 0 1.40+3.13 17.25 + 34.50 0 0 23.80 £ 32.68 0

6
mg 0 0 0 0 0 0 0
pl 0 0 0 0 0 0 0
% 0 0 0 0 0 0

5
mg 0.01+0.02 0 0 0 0 0
pl 0.18+0.28 0 0.06 +0.13 0 0 0
% 1.50+3 0 0 0 0

4
mg 0 0 0 0 0
pl 0 0 0 0 0
% 0 0 0 0

3
mg 0 0 0 0
pl 0 0 0 0
% 0 0 0

2
mg 0.15+0.31 4.67 + 8.08 0
pl 0.22+0.33 1.04+1.80 0
% 15.75 + 31.50 0.15+0.27

1
mg 0 0
pl 0 0
% 0

*0Os dados representam: média + DS da quantidade de agucar (mg), do volume (ul) e da concentragdo (% massa/massa) produzido por grupo de nectario (n= 5 nectarios em cada
horario).



CONSIDERACOES FINAIS

Em regides tropicais e temperadas € comum encontrar diferentes espécies de plantas
interagindo com formigas através de interaces do tipo mutualismo de defesa (Bronstein, 1998;
Rosumek et al., 2009). Essa interacdo ¢ mediada principalmente pela ocorréncia de nectarios
extraflorais (Elias & Gelband, 1975, Bentley, 1977b, Baker, Opler & Baker, 1978, Koptur, 1984,
Del-Claro et al., 1996, Alves-Silva & Del-Claro, 2016a). No Cerrado o mutualismo formiga-planta
esta amplamente distribuido (Oliveira & Leitao-Filho, 1987), e ocorre principalmente para a
protecdo de folhas, frutos e sementes em desenvolvimento (Belchior et al., 2016). Nesse trabalho
nos realizamos uma abordagem ampla sobre o biologia e ecologia do nectario extraflorais de
Tocoyena formosa em seus distintos estagios, e contribuimos com a descricdo de um tipo de
nectario ainda ndo conhecido, o nectério pré-floral.

No capitulo I demonstramos anatomicamente que o0 nectario presente em T. formosa
durante toda a etapa reprodutiva possui caracteristicas de um tecido secretor funcional, e que sofre
modificagdes estruturais que acompanham cada um dos estdgios, sendo, portanto, um &rgéao
multivalente. A presenca de um o6rgdo multifuncional também poderia estar relacionada com a
economia de energia na producdo de novas estruturas relacionadas a producdo de néctar e ao
mutualismo defensivo contra atividade de herbivoros (Keeler, 1981). As modificacdes ocorrem em
todos os componentes do nectario: a cuticula sofre espessamento quando o nectario fica exposto ao
ambiente e é acompanhado pela deposicdo de material cuticular nas camadas do parénquima
subjacente a epiderme formando um epitélio cuticular, que é uma caracteristica de nectarios
expostos ao ambiente (Evert, 2006). Também encontramos a formacdo de falanges cuticulares que
acompanharam o crescimento do nectario durante a expansao do fruto. Na epiderme secretora dos
estagios floral, pos-floral e pericarpial existem estdbmatos encarregados da externalizacdo do néctar
e também células com projecdes da parede, 0 que permite supor que 0 néctar pode ser reabsorvido
(Stpiczynska et al., 2012). Entretanto o nectério pré-floral ndo apresenta tais estdbmatos, o que
levaria pensar numa secrecdo por lise celular (Vesprini et al. 1999). O nectério encontra-se rodeado
por feixes vasculares compostos predominantemente por floema, o que permite sugerir que grande
quantidade de agucares que compdem o néctar, o que pode ser corroborado nas analises do Capitulo
2. Os testes histoquimicos mostram que além de agucares, o néctar pode ser constituido por outras
substancias como lipidios, alcaloides, proteinas que podem influenciar na interacdo da planta com
0s visitantes do nectario (Fahn 1979, 2000; Pacini et al. 2003). Também observamos que ao longo
do desenvolvimento do fruto ocorre 0 aumento da quantidade de cristais de oxalato de calcio, tanto
no disco nectarifero como no tecido do fruto, que contribuiria como barreira mecanica contra 0s
predadores de sementes como também para que o nectario ndo seja danificado, e assim continuar

secretando néctar ao longo do desenvolvimento do fruto (Franceschi & Nakata, 2005).
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No Capitulo 2, pela primeira fez analisamos a dindmica secrecdo do néctar nos distintos
estagios dos nectarios de uma planta considerando efeito das remogdes sucessivas. O padrédo de
secrecdo é similar ao observado em estudo prévios em outras espécies (Bentley, 1977a, Bentley,
1977b, Gaffal, 2012, Aranda-Rickert et al., 2014), o qual corresponde com maior atividade dos
nectarios durante a fase inicial de desenvolvimento do fruto. Essa fase € critica para 0 sucesso
reprodutivo da planta, visto que é periodo mais vulneravel de desenvolvimento. Por outro lado,
houve uma diminuicdo substancial da secrecdo de néctar no periodo no qual o fruto estava
completamente desenvolvido, porém precedente a maturacdo e dispersdo. A planta, portanto,
investe energia na producao de néctar, e consequente atracdo de formigas durante todo o periodo de
desenvolvimento do fruto (Falcdo et al. 2014; Jones & Koptur 2015). Porém deixa de produzir o
néctar quando os frutos estdo maduros de forma a néo interferir no processo de consumo do fruto e
dispersdo de sementes (Dattilo et al., 2016). Assim como observado em varios estudos anteriores
em outras espécies, a associacdo de T. formosa com formigas é bastante eficiente contra a atividade
de herbivoros foliares (Elias & Gelband, 1975, Rosumek et al., 2009, Nascimento & Del-Claro,
2010, Del-Claro et al., 2013,). Entretanto, as formigas ndo sdo efetivas na protecdo das sementes
contra a atividade de predadores. Possivelmente, isso ocorre pela separacdo espacial de utilizacdo
do fruto entre formigas e predadores (Bentley, 1977b, Alma et al., 2015).

Ainda que ndo tenha havido mudanca na composi¢do quimica dos agucares presentes no
néctar entre os distintos estagios dos nectarios, andlises adicionais (ora em curso) sdo necessarias
para avaliar se existem mudancas em relacdo quantidade e composi¢do de aminoacidos presentes no
néctar de T. formosa, o que refletiria o investimento na protecdo das folhas, que estdo diretamente
relacionadas com a quantidade de fotoassimilados que serdo utilizados para desenvolvimento dos
frutos, assim como para realizar os diferentes processos necessarios para a sobrevivéncia da planta
(Mooney, 1972).

A presenca dos nectarios pré-florais, que sdo descritos pela primeira vez nesse estudo,
sugere que a formigas tém um papel muito importante desde o inicio da fase reprodutiva, quando a
planta esta rebrotando e as folhas estdo na fase mais vulneravel do desenvolvimento. A queda
prematura da corola do botdo em fase inicial de desenvolvimento, que da origem a este nectéario,
possivelmente é causada pelo mau funcionamento ou baixa quantidade de coléteres na face adaxial
das sépalas, ou mesmo pela posi¢do que o botdo floral ocupa no dicasio de dicasio, que levaria a
uma restri¢do espacial que limita o crescimento e desenvolvimentos dos bot6es adjacentes.

Portanto, o presente estudo reune aspectos anatémicos e ecoldgicos que permitem
compreender melhor a interacdo mutualistica planta-formiga no Cerrado, particularmente a

interacdo facultativa entre Tocoyena formosa e diferentes espécies de formigas, 0 que sugere que
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pressoes seletivas contra a atividade de herbivoros podem originar estruturas, tais como o nectario

pré-floral e o nectario multivalente, que vao além daquelas convencionalmente conhecidas.
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